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1.- INTRODUCCIÓN
Introducción
Las enfermedades infecciosas (El) del poío anterior del ojo y en concreto, las
queratitis bacterianas constituyen un motivo frecuente de consulta en la práctica médica.
Son padecimientos comunes que producen una importantísima morbilidad en personas de
todas las edades y de ambos sexos y, junto a las endoftalmitis, constituyen una de las
infecciones más importantes del ojo, para la cual se consulta a los especialistas en El.
Desde la introducción en 1935 de las sulfamidas y, posteriormente, de las penicilinas
en 1942, son muchos los cambios que se han originado en el aspecto clínico y pronóstico
de muchas El, por la introducción, en rápida sucesión, de nuevos quimioterápicos que han
ampliado nuestras posibilidades de acción directa sobre los diversos agentes patógenos’.
En el curso de una infección bacteriana intervienen una serie de variables como los
mecanismos de defensa del huésped, la patologia originada por la infección y la virulencia,
metabolismo e inóculo del agente infectante. Por ello, la elección del quimioterápico tiene
que estar en consonancia con el propósito preciso que se persigue al indicarlo, que puede
ser la profilaxis, el tratamiento empírico urgente o la terapia perfectamente discriminada de
una infección bien conocida.
La terapia antimicrobiana tiene como objetivo impedir o retrasar el crecimiento de
los gérmenes en el lugar de la infección, permitiendo que la reducción de la población
bacteriana facilite la acción de las defensas inmunológicas del organismo. Falta todavía
información sobre la repercusión de muchos de los agentes que usamos sobre el sistema
¡nmunitario. Además, la enfermedad puede modificar las propiedades farmacocinéticas del
antimicrobiano alterando su absorción y/o disposición2.
Lo que se persigue, el ideal terapéutico de Ehrlich, es el hallazgo de un
antimicrobiano con un alto índice terapéutico -medido en función de la relación entre la
dosis máxima tolerada por el huésped y la dosis mínima que cura la infección o dosis
terapéutica- y una baja tasa de desarrollo de resistencias’.
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Así pues, la problemática que entraña la elección de un antibiótico comprende las
pruebas de sensibilidad, pero también, y con la misma importancia, sus caracteristicas
farmacológicas, que son las que han de condicionar no solo su utilización, sino la vía de
administración y el intervalo entre cada dosis en función del conocimiento de la absorción
del antibiótico por las diferentes vias, su distribución por el organismo, eventual
metabolización y eliminación, y la relativa inocuidad o potencial toxicidad3.
En la actualidad, hay cada vez más autoret~ de acuerdo en considerar que en la
medida de la actividad antimicrobiana no basta con el conocimiento de estos parámetros
sólo, sino que deben realizarse estudios de la actividad antimicrobiana en función del
tiempo y del efecto postantibiótico (EPA) y de fenómenos biológicos asociados7 ~ que se
originan por un tratamiento.
Los modelos animales nos han proporcionado un mayor conocimiento sobre la
patogénesis y el tratamiento de las úlceras corneales (UC) bacterianas, habiéndose
desarrollado numerosos prototipos para simular queratitis bacterianas en humanos. La
córnea es un tejido útil para estudiar la patogénesis de la infección debido a su fácil
accesibilidad y a las deficientes defensas fagocíticas: siendo avascular, es fácilmente sensible
a la infección y el progreso de la enfermedad puede observarse en ella sin dificultad9-”.
Antes de que un nuevo agente antibacteriano sea introducido para uso clínico,
deben haberse desarrollado sobre él estudios sobre su actividad in vflro e in vivo sobre
animales de experimentación primero y en una fase posterior ensayos clínicos en humanos.
Así pues, los aspectos más importantes de estos estudios experimentales son la prevención
y el tratamiento de las El’2.
Las queratitis plantean un problema grave para la visión del ojo, la necesidad de
implantar un tratamiento farmacológico cuando aún se desconoce la etiología del germen
infectante, nos lleva a la búsqueda de nuevos antimicrobianos que además de cumplir unos
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perfiles farmacocinéticos posean una buena actividad sobre un amplio espectro de
microorganismos.
Ofloxacino (OFX) es una fluorquinolona de amplio espectro cuya comercialización
en su forma oftálmica aún no se ha realizado en nuestro país. En este trabajo nos
proponemos valorar su actividad in vitro frente a 6 cepas de colección como representantes
de microorganismos gram positivos y gram negativos, que como se verá son responsables
comunes de UC, haciendo especial hincapié en el estudio del EPA y su implicación en las
pautas de dosificación de antimicrobianos. Por último, realizaremos un estudio de su
eficacia hz vivo en animales de experimentación a los que provocaremos una úlcera corneal
bacteriana.
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1.- LA ÚLCERA CORNEAL BACTERIANA
Las infecciones bacterianas de la córnea son amenazas graves para la visión. Las
úlceras de la córnea se presentan en el contexto de un traumatismo ocular o uso de lentes
de contacto, después de cirugía, o cuando hay enfermedad preexistente de la córnea.
Son procesos de extrema gravedad y deben ser considerados como urgencias
oftalmológicas. Su evolución espontánea o los casos mal tratados llevan consigo una
extensión de la infección con afectación de toda la córnea y en algunos casos conducen a la
perforación y pérdida del globo ocular, Precisan, pues, un tratamiento precoz y eficaz para
preservar la mayor capacidad funcional posible del ojo.
1.1. - DEFINICION
Es la invasión de la córnea por bacterias proliferantes de patogenicidad y virulencia
variables, que conduce a la formación de un absceso estromal y se acompaña de signos
inflamatorios de intensidad variable. La úlcera corneal aparece como un área de infiltrado
de color blanco, gris o amarillo que se tiñe con fluoresceína’3’ ~4.
1 2- ETIOLOGIA
Se ha encontrado que los gérmenes responsables de las queratitis bacterianas varían
de una región y de un país a otro’5, siendo con mayor frecuencia hallados: Sireptococcus
pneumoníae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epídermídis, Pseudomonas
aerugínosa, Moraxella, Enterobacteriaceae (Proteus, Klebsiella, Citrobacter, Serrana y
Enterobacter) y Streptococcus alfa-hemolítico’6-21.
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13- DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL
En orden a esclarecer las diferentes etiologías de las úlceras corneales es necesario
tener siempre presente que existen otras situaciones en que hay una úlcera corneal cuyo
origen no es infeccioso o no necesariamente bacteriano, por lo que atenderemos a los
siguientes criterios de identificación que nos situarán en el contexto clínico real. Así,
distinguiremos:
1.3.1.- Infecciones bacterianas
Las bacterias son causa de queratitis por invasión directa, por toxinas o por
hipersensibilidad. El epitelio corneal es la barrera más resistente a la penetración
microbiana. La membrana de Descemet impide el acceso de las bacterias pero no de los
hongos22.
Las úlceras centrales a menudo están provocadas por invasión directa y precedidas
de traumatismo. Típicamente son blancas o amarillentas, como resultado del infiltrado
purulento. Pueden producir hipopión y perforación corneal, especialmente si el tratamiento
no es el adecuado. Las úlceras y las queratitis epiteliales marginales tienen buen pronóstico,
en la mayoría de las ocasiones se asocian a toxinas estafilocócicas y con frecuencia
recidivan.
En general, las úlceras corneales causadas por gérmenes muy virulentos progresan
rápidamente y dan lugar a reacciones inflamatorias mayores como la formación de
hipopión. Por el contrario, las úlceras debidas a microorganismos oportunistas tienden a ser
tórpidas y a extenderse superficialmente. Si bien algunas úlceras corneales bacterianas
presentan ciertas características clínicas distintivas, el tratamiento no debe fundamentarse
en la impresión clínica23.
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El Streptococcus pneumoníae es la única bacteria patógena corneal verdadera,
todas las demás son oportunistas y provocan infección si las defensas del huésped están
debilitadas (traumatismo). El Staphylococcus aureus, productor de exotoxinas, es el
organismo más frecuentemente implicado en las infecciones corneales. También pueden
causar queratitis las especies de Streptococcus spp., Neisseria gonorrhoeae y
Pseudomonas spp. (colirios contaminados) y de modo más excepcional Bacíllus subtílís,
los organismos Proteus, Serratia, KIebsiella, E. cok y otros. Además, aunque menos
común, se encuentra la infección por la especie Moraxella, los diplococos gram negativos
y, en ocasiones, las infecciones por anaerobios gram negativos y gram positivos.
Ocasionalmente se ha encontrado Prop¡onibacteríum acnes -un anaerobio- como causa de
úlcera corneal22’24
En las úlceras corneales limbares y en los infiltrados pueden desarrollarse
microorganismos patógenos y esto debe tenerse siempre en cuenta. Así, la Alternaría se ha
hallado en los infiltrados marginales semejando a un infiltrado inmune y, ocasionalmente,
organismos gram negativos se han encontrado en el pénfigo ocular con úlceras corneales.
Es necesano, por tanto, obtener un diagnóstico de laboratorio a pesar de sospechar una
causa inmune o de otros factores como problema primario’6.
1.3.2.- Oueratopat¡as tróficas
Las queratopatías tróficas pueden conducir a la lisis del estroma, especialmente,
cuando se asocian con queratitis seca, y también, a una perforación en ausencia de
infiltrado celular. La falta de infiltrado celular puede ayudamos a distinguirlas de una causa
bacteriana’6.
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1.3.3.- Oueratopatias tóxicas
Se ven a menudo en la utilización de fármacos tales como anfotericina B,
idoxuridina, neosporina, gentamicina y anestésicos locales. Si estos fármacos se utilizan
durante i~ ó más días, pueden observarse áreas con múltiples infiltrados en el estroma16.
1.3.4.- Oueratitis traumáticas
Por exposición luminosa (esquiadores, soldadores) y las ocasionadas por lentillas:
suelen ser superficiales. Se tratan con vendajes compresivos y pomadas epitelizantes
(después de extraer las lentillas en el segundo caso). Se pueden emplear calmantes orales22.
1.3.5.- Infecciones viricas
El herpes simple puede afectar a la conjuntiva, córnea y úvea, pero lo más frecuente
y la infección que amenaza a la vista es debida a la queratitis del epitelio o estromat5. La
sensibilidad comeal está disminuida y los frotis muestran células multinucleares y ausencia
de bacterias. La prueba de anticuerpo con fluorescencia es positiva. Con frecuencia hay
antecedentes de queratitis herpética o herpes labial’6. Se pueden tratar con idoxuridina y
alguno de los agentes antivirales por vía oral y, últimamente, se usa el aciclovir.
1.3.6.- Infecciones por hongos
El uso prolongado y variado de antibióticos, corticoides o inmunosupresores
favorece la aparición de micosis25. Las queratitis fúngicas producen ulceración superficial y
diversos focos de infiltrados satélites. Se forma un absceso corneal. Los hongos atraviesan
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fácilmente la membrana de Descemet y provocan inflamación ocular importante con
hipopión22.
Las queratitis por hongos se originan con mayor frecuencia por Candida spp..
Menos frecuentemente se han encontrado hongos filamentosos, Aspergí/bis,
Cephalosporíum y Fusanum, La mayaria se comportan como oportunistas y no siempre se
distinguen clíicamente de las de otros origenes, por eso son necesarios las pruebas de
laboratorio26. El tratamiento es a base de anfotericina B, nistatina, miconazol y
ketoconazol22.
1.3.7.- Oueratitis por parásitos
Son poco frecuentes, causadas por Acanthomoeba spp., oportunistas y de vida
independiente27. Son tórpidas y muestran muchas de las características de una úlcera
corneal por hongos filamentosos. Pueden originar una queratitis purulenta y debe pensarse
en ellas en los casos de úlceras muy graves resistentes al tratamiento. El diagnóstico lo da
el hallazgo de quistes o trofozoitos28 desde los medios líquidos (soluciones de manejo de
lentillas, humor acuoso, etc.), lentillas y estuches, y la biopsia corneal que evalúa la
presencia histológica de los quistes.
1.4.- PATOGENIA
La piel y las membranas mucosas intactas constituyen la primera barrera de defensa
contra la infección. El mecanismo de lavado continuo por las lágrimas, así como la
presencia de lisozima, betalisisnas y anticuerpos naturales (Ig A) en ellas, desempeña un
papel importante en la defensa contra la infección29. Además, las reacciones inespecíficas
contra una noxa, como son la fagocitosis de los agresores por los neutrófilos y macrófagos,
ayudan a un huésped no comprometido a convivir o destruir al oportunista cuando éstos
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sean bacterias u hongos. A la semana ya está en marcha la respuesta celular y humoral
específica que es necesaria para el huésped no comprometido sólo si la inoculación
microbiana es importante.
Como ocurre con la mayoría de los oportunistas, una inoculación pequeña puede
manejarse razonablemente bien por las defensas del ojo normal, de manera que sólo en un
ojo comprometido inmunológicamente se producirá enfermedad.
Con excepción de las úlceras por Sireptococcus pneumoníae, Neisseria
gonorr/zoeae, Neissería meníngitidis, Corynebacterim d¡phteriae y las especies de Listeria,
en general, se precisa una lesión epitelial previa que rompa la barrera protectora que
constituye el epitelio ~ ¡8,30,31
Existen situaciones de compromiso local: antecedente de traumatismo con o sin
cuerpo extraño, ojo seco, abuso de fármacos tóxicos (anestésicos tópicos, agentes
cicatrizantes, antibióticos e idoxuridina), abuso de lentes de contacto, queratopatías previas
(queratopatía bullosa, queratitis metaherpética, quemaduras térmicas o químicas, etc.). Si
se suman a enfermedades sistémicas pueden producir un huésped inmunocomprometido32-34
y pueden contribuir a la producción de una infección corneal.
Los síndromes de ojo seco predisponen también por disminución del efecto
mecánico de barrido de las lágrimas, lo que permitiría o facilitaría la adherencia de las
bacterias al lecho del defecto epitelial, y por la disminución de lisozimas, betalisinas y
anticuerpos.
El abuso de medicaciones tópicas (antibióticos, idoxuridina, anestésicos, etc.) no
sólo favorece la infección bacteriana por su efecto tóxico sobre el epitelio, sino que además
altera el equilibrio de la flora conjuntival (al desplazar la flora gram positiva normal del
saco conjuntival y reemplazarla por una anormal gram negativa) y modifica el cuadro
clínico dificultando el reconocimiento de su verdadera naturaleza’3’ 16
U CM Facultad de Medicina ‘o
Introducción
Las queratitis bacterianas asociadas con el uso de lentillas requieren la presencia de
organismos patógenos en cantidad suficiente para vencer las defensas locales y romper el
epitelio corneal para conseguir la penetración en el estroma corneal. Los organismos más
frecuentemente asociados con queratitis microbiana requieren un defecto epitelial para
conseguir acceder al estroma.
El mecanismo de formación de infiltrados y úlceras en la córnea se produce
probablemente por la combinación de leves traumatismos sobre la córnea, provocados bien
en la inserción o remoción de la lentilla, por roturas de la misma, por hipoxia o mala
adaptación, o bien por un cuerpo extraño, que originan siempre una mínima
desepitelización, y esto unido a la presencia de bacterias, virus u hongos en la lágrima.
El uso de lentillas, por sí mismo, se cree que no altera la flora microbiológica
conjuntival. Sin embargo, los estuches donde se guardan las lentillas y sus soluciones se
contaminan con gran frecuencia por una amplia variedad de microorganismos, y a ellos se
atribuye la causa de las infecciones35-37.
Las bacterias pueden adherirse directamente a las lentillas blandas y parece que esta
adherencia es mayor cuando las lentillas están cubiertas por mucina y proteínas38. Se ha
visto que P. aeruginosa se adhiere a las lentillas blandas usadas y sin usar, aunque, no está
claro si este organismo tiene una capacidad preferencial para unirse en comparación con
otras bacterias. También se han recogido desde la córnea organismos tales como
Mycobacteriumfortu¡tum y cheloneí39’ ~“ y Capnocytophaga.
Las infecciones propiamente dichas en los portadores de lentillas se producen
habitualmente por £ epidermídis y £ aureus. Pseudomona aerugínosa es la que con mayor
frecuencia se asocia con infecciones por lentillas blandas o soluciones contaminadas.
También podemos encontrarnos £ pneumomae y Enterohacteríaceae (Proteus y E. coil).
U. CM. Facultad de Medicina 11
Introducción
Desde el punto de vista sistémico, hay que valorar la presencia de alteraciones que
sean capaces de disminuir las defensas del organismo: tratamientos con fármacos
inmunosupresores o corticoides, último trimestre del embarazo, alcoholismo crónico
malnutrición severa, drogadicción, síndromes de inmunodeficiencia (Sd. de Wiskott-
Aldrich), diabetes, quemaduras corporales extensas, infancia, vejez’6.
Así, la barrera del epitelio corneal puede dañarse en el déficit de vitamina A y la
inmunidad celular estará disminuida en los casos de déficit proteinico y calórico. Es
comprensible, pues, que las úlceras corneales nutricionales severas se observen con mayor
frecuencia en ciertas partes del mundo en la cuales la malnutrición constituye un problema
importante’6.
El recién nacido (RN) está sujeto a infecciones oportunistas dado que el sistema
inmune celular se desarrolla lentamente.
El anciano presenta una disminución de la capacidad del organismo para reaccionar
frente a agentes invasores mediante mecanismos inflamatorios y celulares.
Los organismos patógenos oportunistas se han considerado contaminantes o
habitantes no dañinos, pero en un individuo inmunocomprometido pueden multiplicarse y
producir una enfermedad corneal4t. Así son más frecuentes en estos sujetos la infección
corneal por: Stap/zylococcus aureus, Staphylococcus epidermídís, Streptococcus alfa y beta
hemolítico, Pseudomonczs aerugínosa, Proteus, Enterobczcter aerogenes, Eschenchía y
Nocardía.
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1.5.- ANATOMÍA PATOLÓGICA
El lugar de infección en la úlcera comeal bacteriana es el estroma.
La queratitis se puede presentar en heridas puntiformes o pequeñas heridas lineales
de la córnea, penetrantes ambas, y tiene un inicio y una evolución semejante a la que tiene
lugar en la instauración de cualquier úlcera corneal infecciosa.
La pérdida de sustancia empieza siempre a nivel del epitelio, alrededor de la
perforación corneal, y las lesiones se van haciendo progresivamente más profundas.
Después de afectarse el epitelio, la membrana de Bowman, siempre muy frágil, es destruida
rápidamente por los leucocitos polimorfonucleares.
Los bordes de la lesión representan la zona de extensión o crecimiento. Debajo del
epitelio y de la membrana de Bowman encontramos agrupaciones de polimorfonucleares y
de gérmenes, y es por lo que para efectuar un cultivo deberemos practicar un legrado a
nivel de la lesión, lo suficientemente profundo para que nos pueda poner de manifiesto la
presencia de los gérmenes y poder saber, a través del antibiograma, el antibiótico más
eficaz para cada caso.
La presencia de leucocitos en el endotelio y en el estroma corneal puede ser un
problema grave, ya que pueden originar alteraciones en la estructura endotelial en virtud de
sus enzimas lisosómicas y desencadenar asi un edema corneal permanente.
En todo foco de queratitis profunda o de úlcera corneal infecciosa se origina una
producción de enzimas proteolíticas a partir del epitelio necrosado, que va a ser
responsable de la progresión de la infección a través del estroma, no sólo en extensión, sino
también en profundidad, ayudada por el propio edema del estroma corneal.
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Los polimorfonucleares van aumentando en cantidad e infiltrando más capas del
parénquima corneal, estableciéndose una cadena de progresión que llevará a la aparición de
un absceso corneal, a veces con un rodete de crecimiento evidente a simple vista. La
membrana de Descemet es muy resistente, persistiendo bastante tiempo normal a pesar de
la presencia de polimorfonucleares en sus dos caras. La evolución de un absceso corneal es
hacia la perforación42.
El hallazgo de un absceso anular en la córnea es muy poco frecuente en las
enfermedades infecciosas oculares. Su presencia es indicio de la naturaleza devastadora de
la reacción inflamatoria y generalmente es de pronóstico grave para el ojo. Aunque
Pseudomonas aeruginosa y el género Proteus pueden producir abscesos anulares, las
especies Bacíllus son las que se aíslan con mayor frecuencia43.
1.6.- CLINICA
El dolor, de inicio agudo, es un síntoma habitual en las afecciones de la córnea,
debido a su rica inervación con fibras para el dolor. Aumenta con el parpadeo. Los
estímulos luminosos ocasionan contracción dolorosa del iris hiperémico con sensación de
fotofobia y potencian la secreción lacrimal con aparición de epifora (lagrimeo). El parpadeo
sobre las superficies inflamadas produce una sensación de cuerno extraño y blefarospasmo
.
Es casi norma un déficit visual causado por la infiltración corneal22.
En la inspección se observa inyección y edema conjuntival y palpebral, con un
defecto epitelial que típicamente tiende a extenderse hacia el centro de la córnea alejándose
de las arcadas vasculares del limbo, a diferencia de las úlceras inflamatorias no infecciosas
que suelen ser limbicas. Se observa una inyección ciliar debida a la irritación de las
terminaciones nerviosas corneales que produce una vasodilatación refleja de los vasos del
iris y cuerpo ciliar. Hay una infiltración (infiltrado que puede ser grisáceo y necrótico) y
edema estromal variables que pueden estar alejados de la úlcera. Supuración estromal
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localizada (abscesos estromales que pueden ser evidentes como infiltrados pequeños y
profUndos, y pueden observarse plaquetas fibrinosas en el endotelio). Secreción
mucopurulenta adherida al lecho de la úlcera. Reacción inflamatoria variable sobre la
cámara anterior: pliegues endoteliales, humor acuoso fibrinoide y en ocasiones hipopión. El
hipopión es causado por los efectos tóxicos del organismo sobre los vasos del iris y del
cuerpo ciliar con una gran producción resultante de fibrina y leucocitos
polimorfonuclearesi3.
La pupila suele ser normal al igual que la tensión ocular.
Es importante el seguimiento de la evolución de una úlcera comeal bacteriana44 ~
El dolor, los cambios en el área de la superficie ulcerada, un aumento en la infiltración
celular del estroma, un aumento de la reacción en la cámara anterior, la lisis del estroma
corneal y a veces la lisis de la esclera pueden alertamos acerca de futuros problemas. Lo
más importante a seguir es la supuración y el grado de infiltración, más que el hipopión.
La reacción inflamatoria severa puede conducir a cambios permanentes como
cataratas polares anteriores, sinequias posteriores y antenores, aumento de la presión
intraocular, descematocele o perforación«, cicatrices en el estroma y edema de la cornea.
1 7- FORMAS CLINICAS DE PRESENTACIÓN
1.7.1.- Sireptocaccus pneumoniae
Diplococo, aerobio facultativo, no esporulado, se dispone a pares, con forma oval y
con la extremidad distal de cada par con forma de punta de lanza y en forma de cadenas.
Gram positivo, alfa-hemolítico, encapsulado. Para su crecimiento puede requerir un
ambiente rico en CO
2. Puede ser aislado de la faringe en el 30-70% de las personas en
condiciones aparentemente normales
46. Su proximidad con el ojo puede explicar su
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frecuencia en queratitis, dacriocistitis y endofialmitis postquirúrgicas. La dacriocistitis
crónica puede ser un factor causante de queratitis asociada con traumatismos corneales
menores. Puede presentarse como agente saprófito en el párpado o en el saco conjuntival.
La úlcera corneal puede ser oval o redonda, de bordes bien definidos y excavados,
localizada o con tendencia a propagarse en una dirección, generalmente central, y de color
blanco-grisáceo. Desarrolla edema epitelial e infiltrado estromal adyacentes discretos,
reacción de la cámara anterior intensa con hipopión frecuente y puede perforarse’3 “~.
1.7.2.- Especies de Stauhv¡ococcus
Cocos gram positivos, no esporulados, aerobios facultativos, inmóviles, tienden a
agruparse en masas desordenadas que recuerdan los racimos de uva; también como
elementos únicos, a pares, formando tétradas o en cadenas cortas de 3 a 4 células. Crecen
fácilmente sobre los medios de cultivo comunes y en presencia de concentraciones elevadas
de cloruro sódico (alrededor de un 7-8%). Relativamente resistentes al calor, a la
desecación y a los desinfectantes”
Colonizadores habituales de la piel, en general se admite que la capacidad para
causar enfermedad en este género es una combinación entre factores de virulencia de los
estafilococos y alteraciones en la resistencia del huésped. El estafilococo es una causa rara
de queratitis en el ojo sano, pero puede verse específicamente en cuadros postraumáticos44.
Se considera a Staphy¡ococcus aureus como patógeno potencial de gran
importancia y su virulencia viene determinada principalmente por la producción de
coagulasa y la fermentación del manitol. Se encuentra en la piel, en la nariz y en la
conjuntiva y es un agente patógeno oportunista.
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Staphylococcus epídermidís se denomina así, por ser habitual de piel y mucosas; es
el más común de los estafilococos coagulasa negativos aislados en clínica y está alcanzando
más importancia en patología humana. Es causa frecuente de queratitis en córneas con
enfermedades previas y en individuos que no mantienen una higiene correcta de sus lentes
de contacto. Su acción es toxicógena y patogénica48 y aunque 5. aureus es más virulento,
la resistencia a antibióticos es más frecuente en esta especie.
La úlcera corneal producida por este género suele ser oval, localizada y de bordes
bien definidos, se inicia muy frecuentemente en la periferia y, en principio, es superficial
con poca reacción de la cámara antenor, aunque puede profundizar y formar absceso
intraestromal. Evolución en general más lentai3.
1.7.3.- Pseudomonas aerutánosa
Bacilo gram negativo, no esporulado, aerobio obligado, móvil, no fermentador,
oxidante. Crece fácilmente en los medios de cultivo comunes donde puede producir
piocianina que difunde a través de los mismos. Su hábitat está constituido generalmente por
el suelo y el agua, presente en plantas, frutas y verduras. Se aísla en condiciones normales
en un 10% de las muestras de heces humanas y ello puede ser el origen de algunas
epidemias y de la contaminación cutánea. Puede encontrarse en las zonas más húmedas de
la piel (ingles y axilas) y en la salivt.
Se ha encontrado como agente contaminante en hospitales, en soluciones de
fluoresceína49, en embellecedores de pestañas50 y en los estuches de lentes de contacto mal
higienizados. Se ha observado como causa de infección en pacientes jóvenes y sanos con
hábitos higiénicos poco adecuados37 y en queratitis en pacientes comatosos51. Los
huéspedes inmunocomprometidos están muy predispuestos a la infección por esta especie.
Su virulencia guarda relación con la movilidad y la producción de una colagenasa
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calciodependiente, que es inhibida por el ácido etilendiamino-tetraacético disódico
(AETD), pero no por la cisteina.
Es quizás el organismo gram negativo que con más frecuencia produce úlceras
corneales y que puede derivarse de una ligera abrasión o de intervenciones quirúrgicas por
eliminación de cataratas46.
Presenta un curso tipicamente rápido y virulento, con un tiempo de latencia corto
(18 horas) y una evolución rápida (puede doblar el tamaño en 24 horas) por la elaboración
de enzimas proteoliticas que destruyen el colágeno estromal. La ulceración es central o
paracentral, irregular y extensa con gran infiltración estromal y edema epitelial que,
típicamente, es difuso y alejado de la úlcera. A veces se acompaña de “anillos
inniunológicos” por activación de la vía alternativa del complemento. Se acompaña de una
importante secreción mucopurulenta amarillo-verdosa adherente a la úlcera. La reacción de
la cámara anterior es intensa con frecuente hipopión. Forma descematocele y perforación
de forma frecuente y precoz’3.
La infección puede permanecer latente durante largo tiempo y puede recidivar a los
días de interrumpir el tratamiento. Por esto, los tratamientos deben continuarse varias
semanas después de la aparente cura clínica. Cuando la infección corneal se extiende a la
esclera, el tratamiento médico se hace dificil, haciéndose necesario la queratoplastia y la
crioterapia aplicada a la córnea circundante y al limbo esclerocorneal.
1.7.4.- Pseudoinonas fluorescens
Responsable de queratitis en ojos con anormalidades previas. Es menos destructivo
que P. aerugínosa debido a que no produce colagenasa.
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1.7.5.- Especies de Moraxella
Cocobacilos o bacilos cortos gram negativos, no esporulados, aerobios obligados,
inmóviles, no fermentadores, no oxidantes. Se disponen a pares, aislados o en cadenas
cortas; algunas cepas presentan un aspecto filamentoso. Crecen sobre medios de cultivo
comunes y en las células epiteliales descamadas. No se aíslan en el ambiente, pero es
habitante normal del tracto respiratorio superior, del tracto urogenital y de la piel del
hombre y varios animales. Se considera patógeno oportunistt.
La especie aislada con mayor frecuencia en infecciones oculares es la M lacunata,
responsable de blefaroconjuntivitis crónicas que se localizan en los márgenes palpebrales
cercanos a los ángulos de los ojos, con producción de un exudado mucopurulento. En
ocasiones pueden evolucionar a una úlcera corneal. Es probable que la infección pueda
originarse en la nasofaringe de los propios individuos46.
La úlcera es indolora, ovalada y periférica (en el tercio inferior de la córnea), con
borde excavado en dirección al centro corneal. Suele ser localizada y de evolución tórpida,
avanzando en profundidad hacia el estroma con poca reacción de la cámara anterior y sólo
en cerca de la mitad de los casos presenta hipopión>3. Generalmente afecta a un huésped
debilitado (ancianos, alcohólicos, diabéticos, malnutridos, etc.)52.
1.7.6.- Enterobacteriaceae
Las especies como E. cok, Aerobacter y Proteus son poco frecuentes como
responsables de queratitis.
El agente que con más frecuencia se aísla en las infecciones oculares de este grupo
es el Proteus vulgarist que origina queratitis muy severas, con perforación y úlceras
anulares.
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Serrana marcescens es un organismo oportunista que se encuentra en el suelo, pero
no en la conjuntiva normal. Se ha observado en los estuches de las lentes de contacto. Su
acción viene mediada por una endotoxina y una proteinasa que pueden causar infiltrados
estromales periféricos y úlcera corneal paracentral severa con perforación’4.
Klebsíella se ha encontrado como responsable de úlceras corneales en individuos
debilitados.
1.7.7.- EsDecies de BacUlus
Bacilos gram positivos, aerobios obligados o facultativos, a menudo móviles por
flagelos laterales, forman esporas en posición central o paracentral, que no deforman la
bacteria. En el estado de esporulación pueden producir antibióticos. Crecen fácilmente en
medios de cultivo comunes. Son muy ubicuos en la naturaleza, aislándose del suelo, agua y
polvo; alguna especie forma parte de la flora intestinal normal del hombre y algunos
animales46.
Bacíllus cereus es el patógeno ocular más importante en su género y posiblemente
uno de los organismos más destructivos que afectan al ojo. La mayoría de los casos
proceden de una diseminación hematógena, generalmente entre individuos ADVP. La
panofialmitis puede seguir a un traumatismo penetrante producido por un cuerpo extraño
metálico. De forma característica aparece un cuadro de dolor severo en las primeras
24 horas de la lesión, seguido de quemosis, edema periorbitario y proptosis extrema. Poco
después se instala una febrícula acompañada de leucocitosis moderada por
polimorfonucleares. Se forma un anillo de edema en la córnea periférica seguido del
desarrollo rápido de un absceso corneal circunferencial. Debe sospecharse infección por
B. cereus en toda lesión penetrante causada por un cuerpo extraño metálico que se produce
en un ambiente en el que la contaminación con tierra es posible.
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1 8- DIAGNÓSTICO
Es imprescindible el diagnóstico etiológico, sobre todo en las úlceras centrales”. El
curso, la morfología clínica de la lesión corneal y una extensión citológica pueden ser de
gran valor para iniciar el tratamiento. El cultivo es obligatorio.
A excepción tal vez del curso fulminante y la necrosis extensa típicas de la queratitis
por Pseudomonas, el cuadro clínico es en extremo inespecífico, sin olvidar que una
queratitis previamente tratada o una queratopatia sobreinfectada (úlceras neurotróficas,
metaherpéticas, etc.) pueden presentar un cuadro clínico totalmente diferente al habitual
para el germen de que se trate. Por lo tanto, sería arriesgado instaurar un tratamiento
específico por la simple apariencia clínica.
El examen con fluoresceína debe hacerse antes de evaluar la sensibilidad corneal, ya
que esta prueba puede dejar puntos o lineas que se teñirían. La sensibilidad disminuye en la
queratitis por herpes simple.
El estudio microbiológico nos confirmará o descartará el carácter infeccioso
bacteriano del proceso, y nos permitirá establecer unas guías acerca de la sensibilidad del
germen causal a los diferentes antibióticos. Hay que realizarlo antes de cualquier
tratamiento, especialmente antibiótico, ya que un tratamiento previo incorrecto puede hacer
imposible la identificación posterior del germen causal y creamos grandes dificultades para
su tratamiento.
La tinción de Gram evidencia bacterias y levaduras; la de Giemsa muestra las hifas,
las células gigantes multinucleadas, las inclusiones intracitoplasmáticas y las características
morfológicas celulares’6. Las inclusiones intranucleares pueden verse con la tinción de
Papanicolau con fijadores ácidos. Deben reservarse varios portaobjetos adicionales para
tinciones especiales a efectuar más adelante si se considerara necesano.
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La extensión teñida con Gram, cuando sea positiva nos permitirá realizar una
primera identificación genérica del germen causal y orientar el tratamiento inicial con más
precisión. Sin embargo, el Gram tampoco tiene un valor absoluto: en el 20% de los casos
es negativo, el 20% muestra dos o más gérmenes y sólo el 60% muestra un único germen’3.
Aún en los casos positivos, la correcta identificación del germen causal determinada
por su concordancia con el resultado final del cultivo no se consigue en todos los casos.
Pueden cometerse errores por confusión con la flora normal de la capa lagrimal, por mala
técnica de tinción que provoca una lesión de la pared bacteriana que altera sus
características tincionales, o por tratamientos antibióticos previos.
En los casos en que el Gram muestra un único germen, la identificación correcta
del mismo se consigue en un 75% de los casos, siendo su fiabilidad mucho mayor cuando
se trata de bacilos gram negativos o cocos gram positivos (hasta un 89-90%) y muy inferior
si se trata de bacilos gram positivos o cocos gram negativos (sólo en 25%). Cuando el
Gram muestra dos o mas gérmenes, la correcta identificación se consigue sólo en un
37% ¡7, iS
El medio de agar sangre permite el crecimiento de la mayoría de los agentes
patógenos aerobios y algunos hongos. En agar chocolate crecen las especies de Moraxella,
Neisseria y Haemophílus. El caldo de tioglicolato posee un agente reductor en donde
crecen los organismos aerobios y los anaerobios (Actynomices); los primeros crecen cerca
de la superficie y los segundos por debajo de ella. El medio de Lówenstein-Jensen puede
usarse para el cultivo de Mycobacteríum y Nocardia, El medio de Thayer-Martin es un
agar chocolate enriquecido que contiene antibióticos y es de elección para Neísseria. El
medio de Sabouraud sin cicloheximida (un inhibidor de hongos saprófitos) es selectivo para
hongos, tiene un pH ácido que inhibe el crecimiento bacteriano y se incuba a temperatura
ambiente (260C).
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El trabajo mínimo del laboratorio consistirá en un Gram y un cultivo en agar sangre.
Si se sospecha la existencia de hongos, se hará un cultivo adicional en Sabouraud. Y si se
dispone de material suficiente debe hacerse un Giemsa y un tioglicolato.
Cultivos negativos de 3 a 11 días pueden indicar úlcera no bacteriana, que el
tratamiento antibiótico previo ha inhibido el crecimiento del organismo, que se han tomado
muestras inadecuadas o técnicas de cultivo inadecuadas. Los cultivos en anaerobiosis deben
realizarse cuando persiste la infección. Además, debe buscarse siempre la existencia de
parásitos.
1.9.- TRATAMIENTO
El carácter grave y la evolución a veces muy rápida de las úlceras bacterianas no
permite esperar los dos o tres días precisos para tener los resultados de los cultivos.
La elección del antibiótico a utilizar de forma inicial se atendrá a los siguientes
criterios: frecuencia, cuadro clínico y tinción con Gram. Se aconseja utilizar siempre que
sea posible un solo antibiótico, pero por otro lado, la extrema variabilidad de gérmenes
causantes de una queratitis hace imposible diseñar una pauta que cubra totalmente todo el
espectro de gérmenes.
Confirmada la naturaleza bacteriana de la úlcera, la elección del antimicrobiano
vendrá determinada por el resultado de las pruebas de sensibilidad, lo cual nos permitirá
corregir o seguir con el tratamiento ~
En principio, no todos los antibióticos tienen o actúan con el mismo mecanismo de
acción sobre la bacteria y no todos tienen una capacidad de penetración ocular suficiente
para ser elegidos como tratamiento51. Por ello, a igualdad sensibilidad antimicrobiana se
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elegirán los antibióticos mejor tolerados, los que posean una mayor concentración corneal y
los que al mismo tiempo sean más económicos58.
Los objetivos que se persiguen con el tratamiento son detener las alteraciones
estructurales adicionales, promover la curación del estromay la reepitelización corneal59.
En general, la vía de administración más utilizada es la tópica mediante el uso de
gotas fortificadas. Y, así, según el microorganismo infectante las indicaciones actuales
aconsejan utilizar cefalosporinas frente a Streptococcus y Staphy¡ococcus60, las cuales
generalmente son más activas contra la penicilasa de estas bacterias que bacitracina,
eritromicina y lincomicina’6. Penicilina G se aconseja frente a cocos gram negativos
(Ne¡ssería) y aminoglucósidos frente a bacilos gram positivos (Corynebacteríum) y gram
negativos (Pseudomonas).
En las úlceras extensas se administrará una inyección subconjuntival de cefazolina y
tobramicina o gentamicina, en espera de los cultivos22.
El tratamiento sistémico debe reservarse para la supuración escleral o para impedir
la perforación corneal o en los casos en que esta exista6t, y se hará con cefazolina en el
caso de cocos y con aminoglucósidos antipseudomonas (AGAP) en el caso de bacilos.
También se utiliza esta vía en situaciones especiales como es el caso de la
queratoconjuntivitis tuberculosa22.
No obstante, a pesar de los avances en el tratamiento, el resultado de las UC es, a
menudo, no satisfactorio y la experiencia clínica y los estudios experimentales in vivo
enfatizan la importancia crucial de un inicio precoz del tratamiento, e invitan a la búsqueda
de nuevos antimicrobianos.




Análogo del ácido nalidíxico, es un quimioterápico de síntesis introducido en la
práctica clínica en los años 8 5/86. Activo por vía oral, actúa bloqueando la acción de la
ADN-girasa bacteriana inhibiendo la síntesis del ADN. Bactericida rápido, de amplio
espectro. Su perfil farmacocinético es superior al del ciprofloxacíno.
2.1.1.- Estructura química
Derivado de la piridona ácido carboxílico, la introducción de un átomo de flúor en
posición 6, y de un anillo pipercina en posición 7, lo clasifica dentro de las quinolonas
fluoradas. Posee, además, un enlace en anillo del nitrógeno 1 y el carbono 8 del núcleo




Fig. 1: Estructura química de ofloxacino.
2.1.2.- Propiedades fisico-quimicas
Cristales o polvo cristalino opalescente,
Termorresistente y estable a temperatura ambiente,
blancuzco a amarillo pálido.
fotosensible, inodoro, de sabor
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amargo, muy soluble en ácido acético glacial, poco soluble en cloroformo, ligeramente
soluble en agua, metanol, etanol y acetona, y muy poco soluble en acetato de etilo.
2.1.3.- Mecanismo de acción
Las moléculas de antibiótico penetran al interior de la celula bacteriana a través de
las pomas y mediante un mecanismo activo de la membrana citoplasmática. El grado de
penetración no está relacionado con la mayor o menor actividad antibacteriana ni con la
concentración externa de moléculas de antibiótico63. Una vez dentro, se fijan a la ADN-
girasa impidiendo -a concentraciones altas- la preparación del ADN para la transcripción,
mientras que a bajas concentraciones se bloquea la replicación.
El mecanismo primario de acción de las quinolonas es la inhibición específica de la
ADN-girasa bacteriana, -[topoisomerasa de tipo II formada por dos subunidades A
(codificadas por el gen gyr A) y dos subunidades B (codificadas por el gen gyr B). Las
primeras introducen puntos de rotura alternos en zigzag en los campos del ADN. Las
segundas superenrollan los campos de ADN, y las subunidades A reconectan nuevamente
los puntos de escisión del ADN]-64’ 65 evitando la reconexión de los puntos de escisión
introducidos en el ADN por la unión de la quinolona a una de las bridas del ADN
impidiendo la formación de los bucles de enrollamiento. Lo cual produce una expansión y
desestabilización del ADN que no tendrá espacio suficiente en el interior de la célula
bacteriana y junto con la producción de exonucleasas se producirá la muerte celulaÑ6~9.
Existe un segundo mecanismo de acción de las quinolonas no relacionado con el
ALEN ni con la síntesis proteica y que se ha demostrado con la adición de rifampicina,
cloranfenicol y tiamfenicol a la concentración con mayor actividad de quinolona. Se ha
visto que con la excepción de ciprofloxacino y ofloxacino, estos fármacos suprimen el
efecto bactericida de las quinolonas, mientras que con ellos este efecto se reduce, pero no
se suprime.
U. CM. Facultad de Medicina 26
Introducción
Por otro lado, todas las quinolonas tienen una curva de respuesta bifásica que
condiciona que a concentraciones superiores a las óptimas que inhiben la síntesis de ARN
se reduzca, hasta cierto punto, el efecto bactericida. Sin embargo, ofloxacino sólo presenta
un 1% de supervivencia bacteriana por encima de ~us concentraciones óptimas, en
comparación con la supervivencia de más del 10% de otras quinolonas. Todo ello indica la
existencia de una segunda acción de ofloxacino independiente del ARIN67.
2.1.4.- Actividad antimicrobiana
Tiene un amplio espectro antibactenano que abarca a la mayona de los gram
negativos y a muchos cocos y bacilos gram positivos y algunos anaerobios
Es muy activo frente a enterobacterias: especies de Citrobacter, Enterobacter,
E. cok, K/ebsie//a, Morgane/la morganil, Proteus (mirabí/is y cepas indolpositivas)70,
Sa/mone/la, SArige/la y Yers¡ma enteroco/itica; especies de Providencia y Serrada son
menos sensibles. Activo frente a especies de Neisseria (gonorrhoeae y meníngitídis),
Acinetobacter7t, y Branhamella catarrha/1s72. Activo sobre especies de Haemophi/us
(ínfluenzae, parainfluenzae y ducrey)73. También tiene actividad frente a Pseudomona
aeruginosa70 ~ Aeromonas y Plesiomonas; sobre Vibrío, Campy/obacter jejuní y
Campy/obacter co/fi5-78. Activo frente a Legionel/a pneumophi/a79’ ~ Bruce 1/a,
Alcailgenes, Flavobacteríum y Fusobacter¡um8t.
Entre los gram positivos es activo frente a £ aureus y especies de Staphy/ococcus
coagulasa-negativas74~ 82 Presenta actividad variable frente a Streptococcus faecaks,
Sireptococcus pneumoníae y Streptococcus hemolíticos70. Activo sobre especies de
Bací/lus y Corynebacterium.
Es capaz de penetrar al interior celular y actuar sobre Chlamydía trachomatis83,
Ch/amydia psittaci, Mycobacteríum tuberculosis8486, Mycobacteríum fortuitum,
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Mycobacterium kansasii y Mycoplasma pneumoniae. Ofloxacino es el más activo de los
,nhibidores de la girasa frente a Ureap/asma urea/yhcum87.
Algunos microorganismos anaerobios, incluyendo Prevotel/a me/aninogéníca,
Bacteroidesfragilis70-81’ ~ y Clostr¡dwm we/chi89 son moderadamente sensibles.
Es activo frente a muchas cepas resistentes a otros agentes antibacterianos,
incluyendo a Sa¿phylococcus aureus resistente a meticilina, Neisseria gonorrhoeae
resistente a penicilina y productora de beta-lactamasa, Haemophilus influenzae productor
de beta-lactamasa, y una amplia gama de microorganismos resistentes a ampicilina y al
ácido nalidixico90’91. Tienen una sensibilidad variable Síreptococcus pneumoniae,
Gardnere¡/a vagina/ls, Pseudomonas, Acinetobacter, Bacteroides, Mícobacterias y
Chlamydíapsittaci. Y son normalmente resistentes C/ostrídium d4ffici/e y Nocardid’6’ ~
2.1.5. - Desarrollo de resistencias
No se produce un desarrollo rápido de resistencia bactenana a su acción92. No se
han publicado resistencias mediadas por plásmidos, lo cual puede ser debido a que el
mecanismo de acción de este antibiótico, que incluye la alteración del ADN bacteriano,
hace muy poco probable este tipo de resistencia.
Tampoco están claros los mecanismos de resistencia. Se ha comentado que las
alteraciones en las proteínas de la membrana externa podrían contribuir al desarrollo de
resistencia a las quinolonas. Por ello, las resistencias de importancia clínica serán
fUndamentalmente cromosómicas, por la modificación de las subunidades A y B de la
ADN-girasa en ciertas cepas de E. co/P3’ ~.
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La incidencia de mutaciones puntuales espontáneas resistentes a concentraciones
elevadas de quinolonas es baja. No obstante, se ha observado aparición de mutantes
resistentes en monoterapia y en osteomielitis o infecciones broncopulmonares por
P. aeruginosa o Staphy/ococcus en las que existe un gran número de microorganismos en
lugares donde la penetración del antibiótico es limitada, o con cuerpos extraños95.
Sin embargo, in viti-o es fácil seleccionar bacterias resistentes mediante cultivos
sucesivos en concentraciones subinhibidoras de las mismas. Esto ocurre, particularmente,
con P. aeruginosa, pero no con E. cok, y parece deberse a que P. aeruginosa precisa
concentraciones más altas para inhibirse96-98.
Se ha descrito resistencia cruzada entre las quinolonas y entre quinolonas y otros
antibióticos99’02.
2.1.6.- Indicaciones clínicas
Varios estudios han mostrado el papel preventivo de ofloxacíno en la endoftalmitis
y en estudios de penetración intracamerular’03’ 104 y la efectividad de otras quinolonas en las
infecciones de la cámara anterior del ojo en humanos’05. Siendo efectivas en el tratamiento
de infecciones por Enterobacteriaceae, quizás ofloxacino, pefioxacino y fleroxacino sean
más adecuadas para Staphylococcus y ciprofloxacino para P. aeruginosa. Aconsejando
administrar las mas altas dosis permitidas después de determinar la CMI de cada cepa,
sobre todo en el caso de las Pseudomonas’06. Y se ha visto un grado de penetración
íntraocular en humor acuoso y vitreo similar para ofloxacino y ciprofloxacino que parecen
ser algo más altos que los esperados con penicilinas y cefalosporinas’03’ 107,108
Ha mostrado su eficacia en pacientes con infecciones oftalmológicas. Oishi y
Tokuda han encontrado buenos resultados con el uso de ofloxacino en el tratamiento de
pacientes con blefaritis, meibonitis, orzuelos, conjuntivitis, dacriocistitis agudas y úlceras
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corneales causadas, la mayoría de ellas, por Staphy/ococcus y señalaron una mayor
resistencia de los Streptococcus al tratamiento~08’ 109
2.1.7.- Farniacolo2ía ocular
El carácter dual lipo e hidrofilico de ofloxacino junto a su bajo PM que permite el
paso del antibiótico por simple difusión a través de los espacios intercelulares y su baja
unión a las proteínas de las lágrimas y de los exudados inflamatorios le hacen interesante en
cuanto a su comportamiento en el transporte ocular. No se sabe si es eliminado activamente
por la ruta retinal como los betalactámicos o pasivamente por la ruta anterior como los
aminoglucósidos. Pero todo ello sugiere una mayor absorción y penetrabilidad ocular en la
aplicación tópica, pennitiendo alcanzar concentraciones elevadas en toda la córnea para el
tratamiento de las infecciones oculares causadas por la mayoría de las bacterias comunes en
ojos enfermos.
Las concentraciones de ofloxacino son más altas en los tejidos extraoculares que en
los intraoculares, alcanzando en córnea concentraciones de 3-4 ig/g. Y ello está por
encima de su CMI para la mayoría de los organismos gram positivos y negativos. En
humor acuoso por vía IV 400 mg de ofloxacino consiguen mejores concentraciones
(0’44-277 ¡g/mJ) que la misma cantidad de ciprofloxacino (0í 1-05 pg/ml) aunque por
debajo de las encontradas con enoxacino (í’04-4’3 1 pg/m~’O5. 106
Por vía oral ofloxacino ha mostrado una alta utilidad clínica en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas de los ojos cuya causa principal bacteriana son los cocos gram
positivos. Posee un efecto antibacteriano superior al ácido nalidixico y al ácido pipemidico
sobre aislados clínicos de £ aureus y P. aeruginosa, siendo su CMI 4-5 veces más baja que
la del ácido pipemidico para P. aeruginosa liO-1i2
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En conejos la administración por vía oral de 20 mg/Kg de ofloxacino originó una
mayor concentración en la córnea y mayor pico sérico que ciprofloxacino (50 mg¡Kg)
siendo las concentraciones en humor acuoso iguales. Frente a enoxacino (20 mg/’Kg) se
encontraron mayores concentraciones en la córnea, pero el pico sérico y la concentración
en humor acuoso fueron equiparables. Y la distribución en los tejidos oculares externos fue
casi la misma que la sérica’05. Y así, con ofloxacino en la 1a hora se hallaron
concentraciones de 3’3-5’8 ~±g/mIen plasma, de 261 ~ig/mlen córnea y de 02-032 pg/ml
en humor acuoso, siendo las concentraciones en la ~a hora de 1t4 pg/ml en plasma y de
004 ~.tg/mlen humor acuoso.
En humanos con una dosis oral de 200 mg se obtiene un pico sérico de 264 pg/ml
con una vida media de 5 horas y una concentración en humor acuoso de 158 pg/ml’
09.
Dosis de 3 00-600 mg/día durante dos semanas han demostrado una efectividad clínica
global en infecciones externas de los ojos superior (94%) a la presentada por enoxacino y
ciprofloxacino (808 y 79% respectivamente). Sobre las úlceras corneales la efectividad fUe
superior a la de enoxacino (50%), pero inferior (70%) a la de ciprofloxacino (100%)~~~. ¡13
Estudios experimentales en conejos han obtenido concentraciones en las lágrimas
superiores a la CMI 90 (2 jig/ml) de organismos gram positivos y gram negativos por mas
de 5 horas, con unos niveles en humor acuoso de 034 mg/l y un pico sérico de 58 mg/l tras
la aplicación tópica de una solución de ofloxacino al 03% 108, 1i4 También con colirio de
lomefloxacino al 0’3% se han encontrado buenos resultados en el tratamiento de queratitis
por £ epidermidis y P. aeruginosa.
En humanos la instilación por 4 horas de colirio de ofloxacino al 03% ha revelado
concentraciones en las lágrimas de I’2-22’2 pg/ml con una media de 96 + 824 ES, durante
el tiempo en que se realizan las mediciones”5. Por otro lado, un estudio que aplicó 1 gota
de ofloxacino al 03% en cada ojo cada 6 horas durante 10 días, mostró un rango de
concentración en las lágrimas de 2’25-66’6 ~g/g entre 5 a 40’ tras la dosis (n = 5). Pese a la
variabilidad encontrada en la aplicación tópica, estos valores se consideran más altos que la
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CMI de ofloxacino para la mayoría de los
suero (042~163 ng/mi) a los 10 días
aproximadamente 1.000 veces menor que el
(1 ¡ig/ml)”6.
patógenos oculares. Los concentraciones en
indicaron una absorción sistémica baja,
nivel esperado tras una dosis oral de 300 mg
2.1.8.- Interacciones bacteriológicas
Se ha descrito sinergia in viti-o cuando se asocia con rifampicina o isoniacida frente
a Mycobacteríum tubercu/osis’ ‘~. Sinergia frente a 5. aureus e indiferencia frente a
£ epídermidís al combinarlo con cumermicina’ ~ Rifampicina y cloranfenicol antagonizan
la actividad de ofloxacino frente a E. cok66. Sin embargo, presentan indiferencia frente a
Pseudomona cepacia’ ~
2.1.9.- Toxicidad y efectos secundarios
No tiene actividad lesiva contra el epitelio corneal, aunque se ha descrito ardor o
escozor local tras su administración’20’ 12i
2.1.10.- Contraindicaciones
Hipersensibilidad a las 4-quinolonas.
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2.2.- TL4MFENICOL
Sintetizado por Cutíer y cols.’22 en 1952. Estrictamente bacteriostático iii viti-o e
in vivo, de amplio espectro, actúa inhibiendo la síntesis proteica de las bacterias.
2.2.1.- Estructura química
Análogo químico del cloranfenicol’23’ 124, en el cual el grupo nitro en posición para
en el anillo bencénico ha sido sustituido por un grupo sulfometil, lo que le confiere mayor





Fíg. 2: Estructura química de tiamíenicol.
2.2.2. - Propiedades ¡hico-químicas
Cristales blancoamarillentos o incoloros, de sabor amargo, poco soluble en agua
salvo en forma de glicinato, muy soluble en propilenglicol, etanol y butanol. La solución
acuosa es muy estable a pH 5, pudiendo dejarse indefinidamente a temperatura ambiente.
Puede ser administrado por vía parenteral o tópica sin provocar dolor ni reacciones locales
o generales.
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2.2.3.- Mecanismo de acción
Se une de forma reversible a la subunidad 50 5 ribosomal (cerca del lugar de acción
de los macrólidos y de la clindamicina, a la cual inhibe de forma competitiva)
tnterrumpiendo, específicamente, la fijación de la parte terminal de los sustratos amínoacíl-
ARN-transportadores al sitio aceptor de la peptidil-transferasa’28, con lo que bloquea la
biosíntesis de proteínas bacterianas’29, en el paso concreto de la formación del enlace
peptídico’30 131 La exposición de una bacteria sensible a este antibiótico causa, pues, el
cese inmediato de la síntesis de las proteínas pero no de los ácidos nucleicos’32.
2.2.4.- Actividad antimicrobiana
Es activo sobre cocos gram positivos (Staphy¡ococcus spp., Streptococcus alfa y
beta hemolíticos, £ faeca/is y £ pneumoniae) y sobre gram negativos (Neisseria
meníngitídis y gonorrhoeae). Su espectro de actividad se extiende a bacilos gram positivos
(Corynebacterium, Bací//us anthracis y Listería monocytogenes), y gram negativos
(Haemophi/us, Bordete//a, Bruce//a, Pasteure/la y Yersinia). Activo sobre un gran número
de enterobacterias y especialmente sobre todo tipo de salmonelas. Actúa también sobre
espiroquetas (tanto treponemas como leptospiras), y sobre rickettsias, clamidias,
micoplasmas y actinomices.
Muy activo sobre los anaerobios gram positivos (C¿?ostridium y cocos) como gram
negativos (Bac teroides o Fusobacteríum), siendo para algunos autores de elección en las
infecciones causadas por estos microorganismos antes de conocer el antibiograma133, y
considerándose de los agentes más activos contra ~
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2.2.5.- Desarrollo de resistencias
Puede ser cromosómica, por impermeabilidad de la célula bacteriana al antibiótico y
extracromosómica, debido a la acetilación por acetil-transferasas codificadas por un
plásmido. La acetil-transferasa parece ser constitutiva en E. co/i y Proteus mirabí/is e
inducible en Staphy/ococcus coagulasa positivo y negativo’35.
2.2.6.- Indicaciones clínicas
Puede reemplazar completamente al cloranfenicol en sus diversos usos clínicos136.
Es pues, una alternativa terapéutica para las infecciones bacterianas agudas externas del ojo
causadas por H. influenzae, N gonorrhoeae, £ aureus, £ pneumoniae o £ vuridans e
infecciones estafilocócicas por cepas resistentes a penicilinas en donde existe una indicación
clara y absolutamente necesaria de cloranfenicol.
2.2.7.- Farmacología ocular
Su liposolubilidad y menor PM que ofloxacino y aminoglucósidos facilitan la
penetración y difusión intracorneal. Su absorción rápida y extensa con muy baja unión a
proteínas plasmáticas (5-10%) y una vida media larga de 3 horas, permite obtener altos
niveles séricos por encima de la CMI de la mayoría de los gérmenes sensibles, cualquiera
que sea la vía de administración (oral, JM, IV), con unas concentraciones en humor acuoso
que son el 30-50% de las séricas’”.
Estudios previos in viti-o en córneas de cerdo’37 han puesto de manifiesto la buena
absorción del tiamfenicol (TP) a través de la córnea, alcanzando niveles en humor acuoso
que se detectan por largo tiempo.
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En conejos, la administración oral de 200 mg/Kg origina unos niveles en humor
acuoso de 5 ~sg/mla la hora que se van incrementando conforme pasa el tiempo siendo de
9’6 jg/ml en la 4~ hora y de 14 pg/ml en la & hora y no detectándose a las 10 horas.
En humanos dosis IM de 750 mg consiguen una buena penetración ocular con
concentraciones elevadas de 2’4 pg/ml a las 4 horas y de 17 ~xg/m1a las 6 horas de su
administración’38. Dosis de 15 g/IM ó IV consiguen concentraciones séricas medias de
10-11 pg/ml a la hora que descienden a 2 jsg/rnl en la sexta hora con una vida media de
15 horas. Por vía oral 1 g alcanza un pico sérico de 625 gg/ml entre 15 y 2 horas con un
máximo entre la 2~ y la
4a hora, y con una segunda dosis se alcanzan concentraciones
séricas de 125 pg/ml.
La aplicación tópica de colirio de tiamfenicol al 0’5% penetra rápidamente en la
córnea, alcanzando un pico en humor acuoso de 1 l0’2 + 24 ng/ml a los 45 minutos y
permanece a una concentración de 354 + SA ng/ml a las 4 horas. La buena absorción
ocular del tiamfenicol se ha confirmado por las concentraciones observadas en plasma tras
la instilación, con una concentración máxima de 123 + 13 ng/mi a la hora de la instilación.
La disminución de las concentraciones del tiamfenicol es lenta con valores de
29 + 0’2 ng/ml a las 4 horas.
Estas concentraciones alcanzadas en el plasma tras la instilación ocular son 1.000
veces inferiores a las alcanzadas con dosis habituales por vía endovenosa usadas en las
enfermedades infecciosas. El AUC tras el tratamiento tópico es aproximadamente 600
veces más bajo que el obtenido con el tratamiento endovenoso. La biodisponibilidad ocular
absoluta fue del 162% cuando se halló el AUC y del 34% de los valores de la excreción
urinaria, permitiendo excluir la toxicidad sistémica del tiamfenicol en colirio’”.
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2.2.8.- Interacciones bacteriológicas
Puede existir antagonismo con aminoglucósidos’39’ i40 macrólidos y lincosamidas y,
en términos generales, con penicilinas y cefalosporinas.
2.2.9. - Toxicidad y efectos secundarios
No se ha descrito toxicidad sistémica del tiamfenicol en solución al 0’5% por vía
tópica en oftalmología’37. No obstante, se aconseja no prolongar los tratamientos mas de
14 días.
Se ha descrito un caso de aplasia medular total irreversible después del tratamiento
con tianifenicol a dosis de 750 mg/día en semanas alternas durante 6 mesest4t. Por ello,
cuando se use en oftalmología por vía sistémica deben hacerse controles de recuento
sanguíneo para evitar agranulocitosis.
2.2.10.- Contraindicaciones
Hipersensibilidad a tiamfenicol, deficiencias hematopoyéticas.
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2.3.- RIFAMPICINA
Antibiótico semisintético de la familia de las rifamicinas, descubiertas por Sensi y
cols.’42 en 1957. Bactericida, de amplio espectro, actúa inhibiendo la síntesis del ADN
bacteriano durante la fase de crecimiento.
2.3.1.- Estructura química
Presenta una estructura macrocíclica compleja compuesta de dos partes: un núcleo
nafioquinona (1,4-dihidronaflaleno) y una cadena alifática con cinco grupos metilo que, a





Fig. 3: Estructura química de rifampicina.
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2.3.2. - Propiedades físico-químicas
Cristales rojoanaranjados, poco hidrosoluble salvo a pH ácido, soluble en
disolventes orgánicos como acetona, metanol, etanol, etc., liposoluble. Presenta
fotosensibilidad por lo que debe ser resguardado de la luz.
2.3.3.- Mecanismo de acción
Inhibe la síntesis del ADN bacteriano al unirse a la ARN-polimerasa al inicio de la
transcripción, antes de la formación del primer enlace nucleotidico’29, bien porque inhibe
competitivamente la unión o porque interfiere con el alineamiento correcto de la ARN-
polimerasa en relación con el ADN bacteriano.
No tiene acción sobre la ARN-polimerasa eucariótica, pero al poder penetrar en su
interior, resulta activa sobre microorganismos intracelulares (AL tubercu/osis, frute//a,
etc.)”3.
Ejerce su acción bactericida sobre organismos sensibles que se encuentran en fase
de crecimiento.
2.3.4.- Actividad antimicrobiana
Es activa sobre cocos gram positivos (Stap/zylococcus spp., Streptococcus alfa y
beta hemolíticos, incluido el S. pneumoniae, siendo inefectiva frente al S- faecalis) y sobre
gram negativos (Neisseria meningitídís y gonorrhoeae). Su espectro de actividad se
extiende a bacilos gram positivos (Corynebacteríum diphtheriae, Baci//us anthracis,
Listeria monocytogenes y C/ostridium)í~.
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Presenta escasa actividad frente a bacilos gram negativos aerobios, aunque, desde el
punto de vista de su actividad in viti-o, puedan incluirse en su espectro a Brucel/a,
Haemophi/us y cepas de Escherichia cok, Proteus mirabiks, Salmone/la, Shige//a y
Moraxe1/a. Pseudomonas pseudoma/lei es habitualmente sensible145.
Activa sobre bacilos gram negativos anaerobios estrictos (Bacteroides y algunas
especies de Fusobacterium). Activa in vivo frente a leishmanias. No presenta actividad
frente a espiroquetas, micoplasmas, resto de protozoos y hongos, a excepción de
Actinomyces naes/undí. Activa sobre Ch/amydia trachomatis.
Muy activa frente a micobacterias, incluyendo a AL tuberculosis, micobacterias
atípicas y AL leprae.
Presenta actividad sobre algunos virus que poseen ADN e inducen ARN-
polimerasas, como adenovirus y poxvirus (vacuna).
2.3.5.- Desarrollo de resistencias
Se han descrito cuatro tipos de resistencia: 1) Cromosómica de tipo facultativo en
uno o varios escalones (E. cok). 2) Cromosómica tipo estreptomicina en un sólo escalón
(Staphy/ococcus) y con una tasa de mutantes elevada, pudiendo aparecer la resistencia en el
curso del tratamiento. 3) Cromosómica tipo penicilina en varios escalones (micobacterias),
con una tasa de mutantes baja. 4) Extracromosómica por factores R en bacilos gram
negativosHt
No presenta resistencia cruzada con otros antibióticos, excepto con las demás
rifamicinas.
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2.3.6.- Indicaciones clínicas
En solución acuosa al 1% con la sal sódica de rifamicina SV está indicada en el
tratamiento de las infecciones oculares causadas por gérmenes sensibles, fUndamentalmente
cocos gram positivos’44’ ‘~, y así ha probado su eficacia en el tratamiento de conjuntivitis
bacterianas agudas, subagudas y crónicas, en blefaritis infectadas y dacriocistitis supuradas.
También se ha recomendado su uso en la profilaxis de las infecciones quirúrgicas’46
y en la limpieza del poío anterior ocular después de las múltiples exploraciones que se
realizan en la práctica diaria oftalmológica.
2.3.7.- Farmacolo2ía ocular
Presenta una buena absorción y penetrabilidad ocular en la aplicación tópica al ser
ácido estable, lo cual le confiere una mayor hidrosolubilidad corneal, aunque su difusión
simple a través de los espacios intercelulares se vea interferida por su alto PM y su también
elevado porcentaje de unión a las proteínas. La vida media es de unas 3 horas’36.
La administración de una dosis única oral en el adulto de 06 g de rifampicina (RA)
origina una concentración sérica máxima de 8-10 mcglinl a las 4 horas, alcanzando
concentraciones mayores a la sérica en las glándulas lacrimales y lágrimas que se pueden
pigmentar de un tinte ¡-ojoanaranjado por la presencia del antibiótico o sus metabolitos
activos en ellas. En LCR alcanza entre un 3 y un 8% de los valores séricos, aumentando
este valor en caso de inflamación de la barrera hematoencefálica’47.
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2.3.8.- Interacciones bacteriológicas
Iii viti-o puede ser antagónica con betalactámicos, ácido nalidíxico y nitroflirantoina.
Sinérgica con aminoglucósidos, macrólidos, tetraciclinas, polimixinas, vancomícína y
virgiiamicina. Puede potenciar el efecto antimicótico de la anfotericina B y de la
5-fluorcitosina frente a los hongos levaduriformes’44.
2.3.9.- Toxicidad y efectos secundarios
Se ha visto irritación conjuntival y pigmentación rojoanaranjada transitoria tras su
aplicación local. Se han descrito algunas reacciones alérgicas.
2.3.10.- Contraindicaciones
Hipersensibilidad a rifamicínas.
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2.4 - AMINOGLUCÓSIDOS: GENTAMICINA - TOBRAMICINA.
Antibióticos naturales o semisintéticos, primariamente bactericidas (a excepción de
espectinomicina), de amplio espectro, actúan inhibiendo la síntesis proteica de las bacterias
sensibles durante la fase de crecimiento.
Gentamicina (GM) procede del actinomiceto Micromonospora, estudiada y descrita
por primera vez por Weinstein y cols. en 1963, fUe aislada, purificada y caracterizada por
Rosselot y cols.’48 en 1964.
Tobramicina (NiN) fUe introducida en la práctica.clíica en los años 70, producida
por Streptomyces tenebrarius’49. Su actividad antimicrobiana y su toxicidad son muy
semejantes a gentamicina. Ambos poseen un espectro de acción más amplio que
kanami cm a
2.4.1.- Estructura química
Son azúcares amino-sustituidos unidos a un anillo aminociclitol mediante enlaces
glicosídicos, con la excepción de espectinomicina que se considera un aminociclitol puro.
Tanto gentamicina como tobramicina poseen un núcleo central 2-deoxiestreptamina unido
en posición 4-6 a dos aminohexosas que serán garosaminas o kanosaminas según se trate
de una u otra. Las fracciones más importantes de gentamicina son CIA y C
2.










Fig. 4: Estructura química de gentamicina y tobramicina.
2.4.2. - Proniedades ¡hico-químicas
Polvos blancos o amarillentos, inodoros, higroscópicos pero estables en solución y
resistentes a los cambios de pH (2 a 14). Hidrosolubles, son poco solubles en disolventes
orgánicos. Son estables durante al menos 24 horas a temperatura ambiente, en solución de
glucosa al 5% o de cloruro sódico al 09%. Son policationes y su polaridad es responsable
de sus características farmacocinéticas.
2.4.3.- Mecanismo de acción
Se unen a la subunidad 30 5 del ribosoma en cualquiera de las fases de iniciación,
elongación o terminación de la síntesis proteica. Además, parecen unirse a varios sitios de
la subunidad ribosómica 50 5 iSO
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complejos anormales de iniciación151. Pueden inducir una lectura errónea del ARiNm, dando
lugar a la incorporación de aminoácidos incorrectos a las cadenas polipeptidicas en
formación’52 “a. Además, a altas concentraciones producen alteraciones en la pared
bacteriana.
2.4.4. - Actividad antimicrobiana
Activos frente a bacilos aerobios gram negativos: E. co/i, Proteus spp., K/ebsie//a,
Enterobacter, Seri-atia, Citrobacter y Pseudomonas aeruginosa. Amikacina y netilmicina
son también activas contra algunas cepas de Acinetobacter. Son relativamente poco
eficaces frente a Eseudomonas cepacia y Pseudomonas ma/tophika’54. Tienen poca
actividad sobre microorganismos anaerobios o bacterias facultativas en condiciones de
anaerobiosis. Activos frente a Staphy/ococcus, su acción contra la mayoría de las bacterias
gram positivas es limitada, siendo altamente resistentes el S. pneumoniae y el S. pyogenes.
En general, gentamicina y tobramicína son más activos que kanamicina. Son activas
in viti-o contra más del 90% de las cepas de S. aureus y el 75% de S. epidermidis, siéndolo
mucho menos frente al £ pneumoniae y resto de Streptococcus y, habitualmente,
resistentes al £ faeca/is. La resistencia primaria a gentamicina en las enterobacterias y
estafilococos es rara. Se ha hecho más frecuente en los hospitales y con cepas de
P. aeruginosa y Serratia. El desarrollo de resistencias durante el tratamiento es
extremadamente raro. Puede existir resistencia cruzada con la casi totalidad de los
aminoglucósidos.
Tienen una actividad similar contra la mayoría de los bacilos gram negativos,
aunque tobramicina suele ser más activa contra P. aerugínosa y frente a algunas cepas de
especies de Proteus. La mayoría de los bacilos gram negativos (excepto P. aerugrnosa) que
son resistentes a gentamicina lo son también a tobramicina. Sin embargo, permanecen
sensibles a tobramicina alrededor del 50% de P. aeruginosa que presentan resistencia a
gentamicina’55.
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2.4.5.- Desarrollo de resistencias
Puede ser de 3 clases:
1) Cromosómica por mutaciones que afectan a las proteínas del ribosoma
bacteriano en las que se fija el aminoglucósido. Tiene poca importancia clínica.
2) Extracromosómica por la adquisición de factores de resistencia que codifican
gran número de enzimas modificantes de aminoglucósidos, que catalizan acetiltransferasas
(AAC), fosfotransferasas (APH), adeniltransferasas (AAD) o nucleotidiltransferasas
(ANT). Aparece sobre todo en los medios hospitalarios y sobre Pseudomonas spp,
£ marcescens, E. co/i, P. mírabi/is, E. c¡oacae, K. pneumoniae y £ aureus. Ha reducido
la utilidad clínica de kanamicina y, últimamente, de gentamicina, tobramicina/netilmicina y
amikacina, por este orden. Estos plásmidos pueden diseminar resistencia a otros
antibióticos en forma simultánea’56.
3) Impermeabilidad de la pared y membrana celular al paso del antibiótico a través
de los poros de la membrana externa de los microorganismos gram negativos dentro del
espacio periplásmico. Presentan resistencia cruzada a todos los aminoglucósidos, aunque
los niveles de resistencia no son muy elevados. El mecanismo íntimo de esta resistencia es
la mutación. En el caso de microorganismos anaerobios o aerobios facultativos en
condiciones de anaerobiosis, existe una resistencia natural al paso del fármaco a través de la
membrana citoplásmica interna por ser un proceso oxigeno-dependiente’”.
2.4.6.- Indicaciones clínicas
En general todos los aminoglucósidos son nefrotóxicos y ototóxicos. Su naturaleza
catiónica altamente polar dificulta la penetración ocular, pudiéndose afirmar que cuando
son administrados por via sistémica se consiguen conceñiraciones tóxicas en plasma antes
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de conseguir niveles terapéuticos en el ojo. Por tanto, sus indicaciones en oftalmología son
para la administración por vía tópica.
Gentamicina es el agente preferido para la mayoría de las indicaciones por la larga
experiencia con su uso. Puede utilizarse en el tratamiento de infecciones bacterianas
superficiales y profUndas de los ojos producidas por bacilos gram negativos y cocos gram
positivos sensibles.
Las indicaciones de uso de tobramicina son superponibles en esencia a los de la
gentamicina. Tiene mayor actividad sobre P. aeruginosa, y ello la hace conveniente para el
tratamiento de queratitis y endofialmitis causadas por especies de Pseudomonas. Además,
parece alcanzar mejores niveles en humor acuoso’58.
Ambas han probado una eficacia similar en el tratamiento de las infecciones
superficiales y profundas del ojo y sus anejos causadas por gérmenes sensibles: úlceras y
abscesos corneales bacterianos, conjuntivitis, queratitis, endoifalmitis, estafilococias,
blefaritis, dacriocistitis’58’ 159
También se ha indicado su uso en la esterilización.preoperatoria de la conjuntiva.
2.4.7.- Farmacología ocular
El mayor obstáculo a la penetrabilidad de ¡os aminoglucósidos por vía tópica
cuando la barrera corneal está intacta se ha atribuido a su poca liposolubilidad160’65. No
obstante, cuando existe desepitelización, el bajo PM y la baja unión a proteínas (< 5% para
gentamicina y entre 5-30% para tobramicina) facilitan la difusión a través de los espacios
intercelulares permitiendo la circulación de suficiente fármaco libre activo.
U. C.M Facultad de Medicina 47
Introducción
Por vía parenteral consiguen una penetración en los líquidos oculares tan deficiente
que el tratamiento efectivo de la endoflalmitis bacteriana requiere inyecciones perioculares,
y ello se ha atribuido a su naturaleza polar que excluye en su difUsión por el organismo a la
mayoría del SNC y del globo ocular’58.
Y así, en humanos, dosis IM o IV de 15 mg/Kg de gentamicina o tobramicina
consiguen un pico sérico de 5-8 pg/ml a los 30-60 minutos con una vida media entre
15 y 2 horas, Con dosis única IM de 1 mg/Kg de gentamicina se alcanza en córnea 6’l pg/g
y en humor acuoso 04 »g/g. Dosis FM de 1’5 mg/Kg de tobramicina consiguen una
concentración en córnea de sólo 02 pg/ml y en humor acuoso 13 pg/ml 166,
La aplicación tópica de colirio de gentamicina al 03% en conejos consigue una
concentración en lágrimas que supera la CMI 90 de la mayoría de los organismos gram
negativos (8 pg/ml) durante 2 horas y gram positivos (16 j¿g/ml) durante 20 minutos’14.
En humanos, el uso de preparaciones fortificadas de 13’6 mg/ml aumenta
considerablemente la eficacia, consiguiendo concentraciones en córnea de 162 ¡.¡g/g que
superan por 3 veces las concentraciones corneales obtenidas por la vía parenteral’67’ 168
Aunque los estudios muestran que se puede usar gentamicina 1 mg/Kg por vía IM para
encontrar niveles adecuados en la córnea, ello exige más antibiótico y efectos
potencialmente tóxicos y secundarios.
La aplicación tópica de colirio de tobramicina al 03% en conejos consigue una
concentración en lágrimas (16 pg/ml) que supera la CMI 90 de la mayoría de los
organismos gram negativos (incluida P. aerugrnosa) y positivos durante 10 minutos’14. En
experimentación animal se detecta un pico de 2-3 ~tg/m1en humor acuoso después de
1-2 horas tras la inyección parenteral de tobramicina.
En humanos, el uso frecuente de preparaciones fortificadas puede producir
concentraciones en córnea de 100 pg/ml’63.
U. CM Facultad de Medicina 48
Introducción
2.4.8.- Toxicidad y efectos secundarios
La frecuencia de reacciones adversas asociadas al uso de colirios de gentamicina y
tobramicina al 03% es similar’58. Con ambos se han descrito reacciones de alergia que
obligan a la interrrupción del tratamiento.
La aplicación tópica de gentamicina se ha asociado con irritación, dolor, picor y
ardor. También con tobramicina se ha descrito epifora leve y reversible, quemazón,
fotofobia, edema palpebral, eritema y quemosis conjuntival, y erosiones puntiformes del
epitelio que en algunos casos aconsejan la interrupción del tratamiento. En cualquier caso,
no se han descrito lesiones permanentes’69.
Por ya subconjuntival ambos son bien tolerados por los tejidos oculares. En
inyección intravítrea dosis superiores a 04 mg pueden producir degeneración de la
retina’70. La toxicidad del epitelio corneal se ha correlacionado con la cantidad total de
fármaco administrado y con la duración del tratamiento, Así pues, son dosis, concentración
y frecuencia dependientes’71.
2.4.9.- Interacciones bacteriológicas
Pueden presentar sinergia con betalactámicos, fosfomicina, ácido pipemidico,
macrólidos y rifamicinas. Se ha descrito sinergia en la asociación de los aminoglucósidos
entre sí y de éstos con vancomicina, pero no se recomienda su uso por la posibilidad de
potenciar los respectivos efectos tóxicos.
Qentamicina tiene una interacción muy favorable frente a cepas de P. aeruginosa
con azlocilina, piperacilina y cefotaxima. Tiene sinergismo con ampicilina frente a
enterococos y con las cefalosporinas frente a Klebsiella.
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En contraposición a gentamicina, tobramicina tiene poca actividad en combinación
con penicilina frente a los enterococos; un elevado porcentaje de cepas de Enlerococcus
faecium es altamente resistente’72. Tobranilcina suele utilizarse conjuntamente con una
penicilina antipseudomonas, aztreonam o ceftazidima.
2.4.10.- Contraindicaciones
Hipersensibilidad a gentamicina y tobramicina.
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3.- EFECTO POSTANTU3IÓTICO
El fenómeno del efecto postantibiótico se describió por primera vez en 1944 por
Bigger’73, que observó un retraso en el desarrollo de la turbidez en cultivos de
Sireptococcus y Staphy/ococcus a los que había añadido penicilasa, después de haberlos
expuesto, con anterioridad, a penicilina. En 1946 Parker y Marsh’74 y en 1948 Parker y
Luse’75 observaron un retraso de varias horas en la multiplicación de cepas de
Staphylococcus, cuando después de exponerlas a la acción de la penicilina por un período
de tiempo determinado, las transferían a un medio sin antibiótico.
En 1950 y 1953 Eagle y cols.’76-’78 demostraron in vivo que cepas de
£ pneumoníae y £ pyogenes no reanudaban su crecimiento normal hasta transcurridas
cuatro horas después de su exposición a la penicilina G.
En los años 70 son importantes los trabajos de Bodey y Pan’79 en 1976, los de
McDonald, Craig y Kunin8 en 1977, y los de Wilson y Rolinson’80 en 1979. Es en esta
década cuando los estudios se extienden al resto de los antimicrobianos y a bacterias gram
negativas y así, durante los años 80 y primeros años de los 90 las publicaciones sobre este
fenómeno in viti-o e in vivo confirman su existencia para todos los antimicrobianos y
organismos, siendo los resultados variables en fUnción del antimicrobiano, el
microorganismo y las condiciones experimentales.
3 1 - DEFINICIÓN
Se denomina EPA al periodo de tiempo que precisan las bacterias para recuperar su
crecimiento normal después de ser expuestas durante un tiempo determinado a la acción de
un agente antimicrobiano.
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Es un fenómeno que se ha asociado a la actividad inhibitoria de los antibióticos y se
produce cuando éstos se ensayan a concentraciones que se aproximan o superan la
concentración minima inhibitoria’8t’ 182, y es debido a la exposición previa al antimicrobiano
y no a la persistencia de concentraciones subinhibitorias del fármaco’83.
3.2.- MECANISMOS DEL EPA
No se conocen los mecanismos exactos por los cuales los antimicrobianos inducen
EPA. Las diferencias observadas en los EPA de varias combinaciones de
antimicrobiano/microorganismo sugieren la implicación de múltiples mecanismos. Las
hipótesis más aceptadas son las que hablan acerca de la persistencia limitada en el tiempo
del antimicrobiano en el sitio de unión a la bacteria y las de la provocación por el
antimicrobiano de daños no letales en las bacterias, que originarían un retraso en su
crecimiento normal.
Las quinolonas, al inhibir la acción de la ADN-girasa bacteriana, impiden el
superenrollamiento negativo del ADN bacteriano, provocando un bloqueo en el paso de la
ADN o ARN polimerasa, y el EPA sería el tiempo necesario para la disociación del
antimicrobiano del complejo ADN-girasa y la reparación del ADN.
Los aminoglucósidos se unen de forma irreversible a la subunidad 30 5 de los
ribosomas, impidiendo la sintesis proteica, y el EPA se explicaría como el tiempo necesario
para la síntesis de nuevos ribosomas, representando así, una forma de daño no
letal4- 5,181, 184
Antimicrobianos como eritromicina, tetraciclina y cloranfenicol se unen
reversiblemente a la subunidad 50 5 ribosomal’85 y su mecanismo de inducción del EPA
seria similar al de los aminoglucósidos, representando el tiempo necesario por el antibiótico
para difUndir fuera de los ribosomas. Sin embargo, hay estudios que hablan de otros
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mecanismos’81’ ~84, 186 Gerber y Craig’87 observaron in viti-o no pérdida del EPA para
eritromicina con S. pneumoniae después de 24 horas a 40C; durante este tiempo el
antibiótico esperada para difUndir desde los ribosomas e incluso fuera del ribosoma.
Los betalactámicos se unen covalentemente a las proteínas fijadoras de penicilinas
(PBPs), algunas de las cuales actúan en la síntesis del péptidoglicano de la pared celular’88.
Se ha sugerido que el EPA sería el tiempo que necesita la célula para sintetizar de nuevo
estas proteínas o el necesario para la disociación del complejo PBP-antimicrobiano’81.
Cada betalactámico posee una o vanas PBPs específicas donde actuar en cada
especie bacteriana. La vida media del complejo enzima-penicilina varía según la especie
bacteriana y antibiótico, regenerándose la actividad enzimática molecular’89”91. La rápida y
espontánea liberación de penicilina por una proteína de bajo peso molecular y de vida
media menor o igual a 10 minutos en bacilos, pero no en cocos’90~ ¡92, podría explicar la
ausencia de EPA para betalactámicos con bacilos gram negativos. De esta forma, las
diferencias en los EPA de betalactámicos podrían representar diferencias en la proporción
de penicilina liberada y en las tasas de regeneración de las moléculas enzimáticamente
activas después de eliminar el antimicrobiano del medio. Sin embargo, los carbapenemas
presentan EPA significativos frente a gram negativos’81’ 193495
Con respecto a los agentes antifungicos, 5-fluorcitosina interfiere con la síntesis de
ácidos nucleicos y probablemente induce EPA por mecanismos similares a los de
rifampicina. Anfote¡icina B induce desestabilización de la membrana celular por unión a los
esteroles’96 y el EPA sería el tiempo necesario para reparar la membrana antes de que la
activación brotara y la multiplicación ocumese.
Con los imida.zoles en un principio se pensó que actuaban a través de daños en la
membrana, por alteración en la biosíntesis de esteroles’96. Sin embargo, este efecto ocuma
solamente a las concentraciones de fármaco más altas que aquéllas observadas para la
actividad in viti-o. Estudios posteriores señalan los efectos potentes sobre el metabolismo
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oxidativo mitocondrial, a través de la inhibición del citocromo C oxidasa ‘~“ ~. La falta de
EPA con los imidazoles es consecuente con un alto grado de reversibilidad a este
antagonismo.
3 3 - MÉTODOS DE DETERMINACIÓN
Se han utilizado varios modelos iii viti-o e in vivo para determinar el EPA. Todos
miden el crecimiento bacteriano después de la eliminación del antimicrobiano’81. La
diferencia entre ellos se encuentra en la forma de medir el crecimiento de las bacterias y en
la forma de eliminar el antibiótico.
Los métodos empleados para medir la cinética bacteriana, fundamentalmente, son
tres: 1) El recuento de células viables’79’ 182 2) Los cambios en la morfología celular’99.
3) La medida de la población bacteriana de manera indirecta por medio de diversas técnicas
como son: la biolumiiscencia del ATP intracelular200-202, la espectrofotometría o detección
del crecimiento bacteriano por la transmisión de luz203’ 204, la conductancia eléctrica del
medio193 205 la producción de CO
2 en el medio
206 y la incorporación de isótopos
radioactivos a los microorganismos207’ 208
En cuanto a la forma de eliminación del antimicrobiano, la mayoría de los
investigadores han utilizado técnicas de eliminación rápida del antibiótico mediante
centrifUgación y lavados repetidos’79’ 182, 209, dilución de 100 a 1000 veces en medio
fresco’82’ 202. 203. 209, 210, e inactivación enzimática8 182. 194 Otras técnicas utilizadas son la
filtración y el lavado de las células’99•209
No obstante, la exposición de los microorganismos a niveles constantes de un
antimicrobiano difiere de la situación in vivo en la cual los organismos se encuentran
normalmente expuestos a niveles fluctuantes de antibiótico. Varios modelos iii viti-o,
usando dilución211218 o diálisis219-22’, se han desarrollado para simular la cinética de los
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fármacos in vivo y proporcionar una reducción más fisiológica de la concentración del
antimicrobiano. Sin embargo, con estos modelos puede ser dificil separar los efectos
subinhibitorios del antimicrobiano del EPA. No obstante, Bergan y cols.21’ y Gerber y
cols.213, observaron supresión persistente del crecimiento en estos modelos, incluso
después de que las concentraciones cayeran por debajo de la CMI. Sin embargo, ningún
investigador ha definido una metodología para cuantificar el EPA en ellos.
El método más empleado y estandarizado para la determinación del EPA es el
descrito por Bundtzen’82 en 1981, mediante recuentos del número de unidades formadoras
de colonias (U?FC) y eliminación del antimicrobiano por centrifugación y lavados repetidos.
Por último, para el estudio de este fenómeno iii vivo se han descrito varios modelos
animales. Los más conocidos son: la infección en el muslo de ratones
neutropénicos’77’ 222-221, meningitis en conejos228’ 229 y endocarditis en ratas230-233. En cada
modelo, la recuperación del crecimiento normal de la población bacteriana se realizó
después de que los niveles séricos o tisulares del antimicrobiano descendieran por debajo de
la CMI frente al organismo infectante. El crecimiento inmediato de los nuevos organismos
inyectados en los animales durante el período putativo del EPA ha confirmado que el efecto
in vivo no es causado por la persistencia en los tejidos del antimicrobiano activo181.
3.4.- FACTORES QUE AFECTAN AL EPA
Existen múltiples factores que pueden afectar a la duración o incluso a la presencia
de EPA. Los más importantes y mejor estudiados son el tipo de microorganismo y la clase
de antimicrobiano. Relativamente bien estudiadas son la concentración del fármaco y la
duración de la exposición al antimicrobiano. El resto de los factores necesitan una
investigación más completa.
U. C.M Facultad de Medicina 55
Introducción
Los factores relacionados con el antimicrobiano que determinan la presencia y la
duración del EPA son: la clase de antimicrobiano y su mecanismo de acción, el tiempo de
exposición, la concentración ensayada y la combinación de antibióticos.
Entre los aspectos relativos al microor2amsmo que pueden modificar la duración
del EPA de un antimicrobiano se encuentran: el tipo de microrganismo y. dentro de él, la
cepa ensayada, el tiempo de generación de la misma, el tamaño del inóculo, la fase de
crecimiento en que se ensaya, la sensibilidad al antibiótico y la asociación bacteriana.
Otros factores que pueden afectar a la presencia de EPA son los relacionados con
las condiciones experimentales y dentro de ellas el método de determinación y la
eliminación del antibiótico y todos aquellos factores que influyen en la actividad del
antimicrobiano como son el pH, la temperatura y la agitación mecánica de los medios de
cultivo, los distintos medios de cultivo y la adición a ellos de cationes, orina, suero,
albúmina o LCR5 234-238
3.5 - FENÓMENOS RELACIONADOS CON EL EPA
Se han descrito dos efectos adicionales relacionados con el EPA: 1) ‘Postantibiotic
Leukocyte Enhancement (PAiLE)” y 2) la disminución de la actividad bactericida de los
antimicrobianos durante la fase de EPA.
3.5. 1.- “Postantibiotic Leukocvte Enhancement
”
A comienzos de los años 80, McDonald y Pruul7’ 239-241 comprobaron que las
bacterias que habían sido expuestas durante un período de tiempo breve a la acción de un
antimicrobiano eran más sensibles a la capacidad fagocítica de los leucocitos humanos y
llamaron a este fenómeno “Postantibiotic Leukocyte Enhancement.
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En los años 50 Eagle y cols.’77’ 242 demostraron en ratones una disminución en la
virulencia de estreptococos si los animales se infectaban por microrganismos que habían
sido previamente expuestos a la acción de un antibiótico. Sin embargo, en estos estudios no
se determinó si existía algún factor del huésped responsable de este efecto.
En 1981 Gerber y Craig’87 observaron que los microorganismos pretratados cuando
se inoculaban en los muslos de ratones normales morían antes que los no tratados. Sin
embargo, estos microorganismos no morían cuando se inyectaban en ratones
neutropénicos. Estos estudios sugirieron que el PAtE era también un fenómeno iii vivo.
3.5.2.- Disminución de la actividad bactericida durante el EPA
Aunque los estudios son limitados, parece ser que durante la fase de EPA los
organismos son menos susceptibles a la actividad bactericida de los antimicrobianos.
Gerber y Craig’87 demostraron una disminución en la actividad bactericida de
ampicilina sobre £ pneumoniae durante la fase de EPA inducida por eritromicina.
Vogelman, Gudmundsson y Craig243 han observado una resistencia similar en
betalactámicos, aminoglucósidos y trimetoprim sobre £ aureus, E. co/i y K. pneumoniae
durante la fase de EPA inducida por rifampicina. Así, previa exposición a rifampicina se
inhibió notablemente la mortalidad de K. pneumoniae por cefamandol. Con
aminoglucósidos el tiempo requerido para inhibir el crecimiento de E- cok y K. pneumoniae
fue varias horas más largo durante la fase de EPA y estrechamente paralelo a la duración
del EPA. Sin embargo, la mortalidad de £ aureus por los aminoglucósidos fue sólo
ligeramente mayor incluso con EPA mayores de 4 horas.
Así, el grado de inhibición de la actividad bactericida parece ser dependiente de los
organismos (mayor para bacilos gram negativos que para cocos gram positivos) y del
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antimicrobiano (mayor para trimetoprim y betalactámicos que para aminoglucósidos). Estas
observaciones deben tenerse en cuenta a la hora de establecer la dosificación en la terapia
antimicrobiana combinada.
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4- FARMACOCINÉTICA OCULAR
Para obtener el éxito en el tratamiento de una ‘nfección corneal bactenana se hace
necesario un conocimiento de la farmacocinética ocular buscando la mejor vía de
administración a fin de lograr una concentración óptima de antimicrobiano en la córnea42.
La capacidad de un fármaco para penetrar en el globo ocular depende de sus
características fisicoquímicas y de la vía de administración. La mayoría penetran a través de
los fluidos extracelulares, plasma y lágrimas, por difusión simple58.
La eficacia de un fármaco instilado en el ojo va a estar relacionada con la
farmacocinética del medicamento en el fondo de saco conjuntival, la permeabilidad de la
córnea y la velocidad de eliminación del medicamento en el ojo.
En el caso de los colirios, el firmaco llega ya disuelto y no sufre el proceso de
liberación, sino que se mezcla con la película lagrimal precorneal y desde aquí se produce la
cinética de absorción57.
El volumen de lágrimas normal en el fondo de saco conjuntival, sin estimulación, en
una persona adulta es de 7-9 iii, con una renovación fisiológica de 01-05 pi/minuto. De
ello, 1 pl es la película corneal. Una gota de colirio contiene un volumen de 30-50 pl. Si
tenemos en cuenta que la cantidad máxima de liquido que puede contener el fondo de saco
conjuntival sin rebosar es alrededor de 30 ~±l,las cantidades excesivas se eliminarán por
rebosamiento o a través del conducto nasolagrimal, desde donde pueden absorberse
s¡stémicamente2t
Debido a esto, se deduce que instilaciones muy seguidas de muchas gotas no
pueden favorecer el aumento de medicamento en el fondo del saco. Tampoco
incrementamos la biodisponibilidad ocular cuando mezclamos dos o más fármacos en
intervalos de tiempo cortos, puesto que se diluyen mutuamente y disminuye la
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biodisponibilidad de cada uno de ellos51.
El fármaco, una vez disuelto en la película lagrimal, penetra en el interior del ojo a
través de la córnea. Por lo tanto, el estado en el momento de la instilación ocular de la
córnea, así como el tipo de medicamento y su presentación farmacéutica, nos variarán la
cantidad o concentración del fármaco que haya podido entrar en el ojo”.
La desepitelización y el aumento de la vascularización incrementan la
penetrabilidad. El peso molecular límite que permite el paso de sustancias por simple
difusión a través de los espacios intercelulares según Gimbert y Sinues varia entre 504 y
600, respectivamente245’ 246 Por otro lado, el gradiente de concentración en la superficie
corneal disminuye rápidamente después de la instilación en el fondo de saco conjuntival,
por el mecanismo fisiológico del aclaramiento de las lágrimas247.
Además, el carácter lipo o hidrofilico de los fármacos instilados en el ojo va a
facilitar su mayor o menor absorción248. Así el epitelio y el endotelio corneal se comportan
como una barrera absolutamente impenetrable para los compuestos hidrosolubles. Mientras
que el estroma corneal situado entre las barreras lipofilicas del epitelio y endotelio es
permeable a los compuestos hidrosolubles y no a los liposolubles247.
De esta forma, agentes liposolubles como cloranfenicol, metronidazol, rifampicina
y, posiblemente, trimetropim atraviesan mejor la barrera del epitelio corneal que agentes
insolubles en lípidos como penicilinas, cefalosporinas y aminoglucósidos. Por ello, en orden
al paso desde la película lagrimal a la córnea, el fármaco ideal para la aplicación tópica
debería ser lipo e hidrofllico249’ 250
Las inyecciones perioculares atraviesan la barrera epitelial corneal y producen
concentraciones muy altas de los fármacos en la esclera25’, córnea y humor acuoso. Este
hecho puede utilizarse en el tratamiento de las infecciones refractarias de la córnea57.
Estudios en conejos han encontrado concentraciones similares por esta vía esté o no
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inflamada la córnea, pero no existen datos comparables en ojos humanos249.
Una vez que el medicamento llega a la cámara anterior, los fármacos siguen el
recorrido del humor acuoso, es decir, bañan el iris y el cristalino y dejan el ojo a través del
canal de Schlemn pasando a la circulación general desde donde se eliminan, al igual que en
la administración sistémica, por vía hepática o renal58.
Cuando se utiliza el antibiótico por vía sistémica todavía son más las dificultades
con que se encuentra el antibiótico, ya que en condiciones sanas del ojo es muy dificil
conseguir atravesar las barreras oculares. En condiciones de infección todos los estudios
coinciden en afirmar la existencia de mayores niveles de antibiótico en el humor acuoso que
se consiguen con la utilización de la vía sistémica57~ 241
La excreción de fármacos en las lágrimas no tiene importancia cuantitativa. La
eliminación por esta vía depende principalmente de la difUsión de las formas no ionizadas
liposolubles de los fármacos a través de las células epiteliales de las glándulas y del pH.
Probablemente, en los conductos glandulares se produce la reabsorción del fármaco no
ionizado presente en la primera secreción y también es posible la secreción activa de los
compuestos a través de dichos conductos252
4.1.- VIAS DE ADMINISTRACION DE ANTIMICROBIANOS EN LA
INFECCIÓN OCULAR CORNEAL
Para tratar las infecciones oculares se emplean diversas vías de administración. La
elección de la vía más adecuada deberá seguir los mismos razonamientos efectuados para la
elección del antibiótico, es decir, conseguir la concentración máxima del antibiótico en el
lugar de la infección con el minimo riesgo de toxicidad57.
Hay tres vías principales para la administración de los fármacos en el tratamiento de
U. CM. Facultad de Medicina 61
Introducción
las infecciones oculares corneales:
1) Aplicación tópica, en forma de colirios, pomadas y spray. Es la más habitual. Sirve
para tratar infecciones del segmento anterior (conjuntivales, corneales, uveales y
esclerales)253.
2) Inyección ueriocular, bien subconjuntival o bien retrobulbar.
3) Tratamiento sistémico, habitualmente intravenoso o intramuscular, pero
ocasionalmente oral249.
Otras formas de tratamiento son la iontoforesis y la encapsulación liposomal de los
antibióticos.
4.1.1.- Aplicación tónica
Se emplea principalmente por sus efectos locales que permiten la absorción del
compuesto a través de la córnea en función de la liposolubilidad del fármaco y del estado
del epitelio corneal247.
Parece existir una buena correlación entre la concentración de un fármaco en
colirio y la concentración alcanzada en la córnea. Por esta razón, es frecuente la práctica
del uso de gotas fortificadas, las cuales resultan mucho más concentradas que las
presentaciones disponibles comercialmente249.
Los fármacos aplicados tópicamente entran en el ojo atravesando la córnea antes
que la conjuntiva254. Midiendo las concentraciones de los fármacos en el humor acuoso tras
la aplicación tópica obtendremos una indicación indirecta de la máxima concentración en la
córnea.
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La mejor forma para conseguir concentraciones elevadas en la película lagrimal
precorneal y, por ende, en la córnea es aplicar frecuentemente gotas altamente
concentradas en pequeños volúmenes255. Para un efecto máximo, el intervalo entre las
gotas no debería ser mayor de 30 minutos244 256, 257 Si se aplica una segunda gota, debe
esperarse al menos 5 minutos para evitar el lavado de la primera gota y asegurar que el
reflejo lagrimal de la primera gota ha cesado256.
La desepitelización de la córnea aumenta la penetración251. El pestañeo asegura la
continua redistribución del fármaco en la película lagrimal. Los conservantes habitualmente
presentes en los colirios pueden aumentar la permeabilidad del epitelio corneal256.
Es preferible la utilización de las presentaciones en gotas a los ungúentos en el
tratamiento de la úlcera corneal, porque elpetrolatum de estos puede impedir el paso de un
segundo fármaco aplicado después del primero, y porque los ungdentos no pueden ser
fortificados fácilmente249.
Los ungúentos y las lentillas pueden incrementar el tiempo de contacto de los
fármacos en la córnea promoviendo su penetración en la misma. Polimeros solubles como
metilcelulosa y polivinilo, aunque incrementan supuestamente el tiempo de contacto, tienen
sólo un efecto modesto sobre la absorción corneal255. Recientemente ha aumentado el
interés por los dispositivos de liberación lenta (injertos oculares) para proveer niveles altos
de fármacos en la película precorneal de forma continua250. La pérdida por drenaje es
reducida y en consecuencia los efectos secundarios son minimos252.
4. 1.2.- Inyección periocular
Puede administrarse por vía subconjuntival o retrobulbar. Las inyecciones
subconjuntivales normalmente se inyectan justo por debajo de la cápsula de Tenon; por ello
se llaman, más exactamente, inyecciones subtentonianas anteriores. Sin embargo, la
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diferencia entre una verdadera inyección subconjuntival y una inyección subtentoniana
anterior en términos de penetración en el humor acuoso es pequeña’07’ 258 y muchos autores
utilizan el término subconjuntival para designar inyecciones subtentonianas anteriores.
La técnica habitual es introducir la punta de una fina aguja de 2-3 mm detrás del
limbo esclerocorneal e inyectar 10 ml. Las inyecciones se realizan normalmente en el
segmento superior para que el fármaco que escapa bañe la córnea. Si el agujero de punción
es grande, cantidades sustanciales de fármaco pueden escapar y entrar en la córnea por las
lágrimas y ello es posible si el ojo está inflamado y los tejidos son frágiles. Si se tiene
cuidado para minimizar el tamaño del agujero de punción, la mayoría del fármaco
permanecerá en el lugar de la inyección, desde el cual difundirá directamente a la córnea y a
la esclera258-260.
La inyección retrobulbar se hace introduciendo la aguja a través de la conjuntiva
(normalmente en el cuadrante temporoinferior) empujándola por detrás del globo en el
espacio retrobulbar. Aunque los fármacos inyectados subconjuntivalmente tiendan a
permanecer cerca del lugar de inyección por un tiempo, los administrados por vía
retrobulbar difunden rápidamente a través de la órbita a la parte posterior del ojo261.
Algunos estudios han demostrado que la penetración de los fármacos en el
segmento anterior del ojo (córnea, iris y humor acuoso) es mejor mediante la inyección
subconjuntival, aunque el acceso al segmento posterior (retina-coroides, humor vítreo) se
vea favorecido por la inyección retrobulbar261. Así, se ha encontrado que la inyección
subeonjuntival es realmente superior a la administración retrobulbar en alcanzar niveles
altos de antibióticos en la córnea y humor acuoso de conejos y titis. La penetración de los
fármacos en el humor vítreo normal, fue mayor con la inyección subconjuntival en
conejos61, pero con la inyección retrobulbar en monos262. Sin embargo, las vías fueron
equivalentes en la penetración en el humor vítreo si los ojos estaban inflamados.
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Por e]Jo, generalmente preferimos Ja vía subconjuntival a la retrobulbar, ya que Ja
penetración en la córnea es mayor y es equivalente a la inyección retrobulbar en la
penetración en el humor vítreo inflamado250.
Las inyecciones perioculares muestran variaciones importantes en la concentración
en los tejidos dependiendo de la distancia al lugar de inyección. Además, se han encontrado
discrepancias en los resultados dependiendo de los animales con los que se ensaye,
probablemente debidos a las diferencias existentes en el tamaño, forma y vascularización
sanguínea de las estructuras oculares61’ 262 Estas consideraciones complican la
interpretación de la farmacocinética de los medicamentos administrados por inyección
periocular. No obstante, esta vía de administración produce altas concentraciones de
fármacos excedentes en la córnea y humor acuoso, lo cual puede ser beneficioso para la
clínica. Desafortunadamente, debido al efecto de barrera del epitelio retinal pigmentado,
muchos antibióticos aplicados en inyección periocular penetran en el humor vítreo
pobremente’07 263
4.1.3.- Tratamiento sistémico
Por esta vía los fármacos se encuentran con las barreras hemato-oculares, y su
nivel de penetración es mayor en aquellos que circulan libremente (penicilinas y
cefalosporinas) que en los que se unen a proteínas (aniinoglucósidos y tetraciclinas)58.
La penetración en la córnea y en el humor acuoso después de la administración
sistémica de agentes antimicrobianos es pobre, siendo probablemente menores que las
alcanzadas mediante la administración tópica y mucho más bajas que las producidas por la
inyección subconjuntival249.
Muchos estudios del ojo humano han encontrado concentraciones de los fármacos
en el humor acuoso mayores que en la córnea. Parece existir una buena correlación entre
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los dos sitios para penicilinas y aminoglucósidos después de la administración sistémica en
conejos’01. Sin embargo, en un estudio en humanos, las concentraciones en humor acuoso
de gentamicina fueron menores, una décima parte de los valores más altos encontrados en
la córnea24.
Así pues, las concentraciones alcanzadas en el humor acuoso pueden damos una
estimación del mínimo nivel presente en la córnea después de la administración sistémica264.
4.1.4.- lontoforesis
Es una técnica mediante la cual conseguimos aumentar la penetración intraocular
de los fármacos, que poseen una naturaleza polar, por la aplicación de una corriente
eléctrica a través del ojo265’269. Ha sido muy utilizada en la administración tópica de los
fármacos y, también, en la facilitación de la penetración vítrea de estreptomicina tras la
inyección retrobulbar267.
4.1.5.- Encansulación liDosomal de los antibióticos
Los liposomas pueden utilizarse para disminuir la toxicidad sistémica de fármacos
como anfotericina B, incrementando de ese modo la proporción terapéutica270-272. Las
vesículas lipídicas actúan primeramente como depósito de los fármacos que contienen, y
que liberan lentamente a los tejidos de alrededor, lo cual puede influir favorablemente en la
farmacocinética de los antibióticos, aumentando su penetración en los tejidos oculares.
Administrados tópicamente, los liposomas pueden absorberse por la superficie
corneal y facilitar la transferencia de los fármacos al epitelio corneal273. Sin embargo, en
ocasiones se ha visto que la encapsulación liposomal de determinados fármacos puede
disminuir su absorción”4.
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Con la inyección periocular de los antibióticos se han encontrado concentraciones
sustanciales de antibiótico en la córnea por largos períodos de tiempo, al ser éstos
encapsulados por los liposomas275. Por vía endovenosa se toleran bien, siendo absorbidos
ávidamente por el sistema reticuloendotelial276.
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It.- OBJETIVOS
Objetivos
10 Estudio de la actividad antimicrobiana medida en CMI y CMB de £ pneumoniae
ATCC 6303, £ aureus ATCC 29213, £ epidermidis ATCC 12228, E. cok ATCC
25922, It vu/garis ATCC 13315 y P. aerugmnosa ATCC 9721 frente a ofloxacino,
tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina.
20 Estudio del efecto postantibiótico de estos antimicrobianos frente a las 6 cepas que se
ensayan después de su exposición durante un hora a diferentes concentraciones de los




de la eficacia de ofloxacino en el tratamiento y profilaxis de la úlcera
un modelo experimental en conejos por £ pneumoniae ATCC 6303 y
ATCC 13315.
40 Valoración de la eficacia de tiamfenicol y tobramicina frente a placebo en el
tratamiento y profilaxis de la úlcera corneal en un modelo experimental en conejos por
£ pneumoniae ATCC 6303.
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III.- MATERIAL Y MÉTODOS
Material y métodos
1.- ESTUDIOS IN VITRO
1.1.- CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES MÍNIMAS INHIBITORIAS Y
BACTERICIDAS
1.1.1.- Microorganismos
£ pneumoniae ATCC 6303. P. vu/garis ATCC 13315.
£ aureus ATCC 29213. E. co/i ATCC 25922.
£ epidermidis ATCC 12228. P. aeruginosa ATCC 9721.
Las cepas se conservaron en placas de agar a 00C, realizándose resiembras en
medio fresco cada 4-5 días. El día previo al experimento se inocularon en caldo o agar
según el trabajo, e incubaron a 370C durante 16-20 horas.
1.1.2.- Antibióticos
Los antimicrobianos utilizados fueron: ofloxacino (DL-8280), tiamfenicol
(Zambón), rifampicina (Marion Merrelí Dow), gentaniicina (Schering-Plough) y
tobramicina (Alcón-Iberbis) suministrados en forma de polvo valorado por los distintos
laboratorios farmacéuticos.
Los “stocks’ se prepararon conforme a las instrucciones de cada laboratorio y se
guardaron en alicuotas (Eppendort) de 1 ni] cada una, conservándose a -I 80C hasta su
utilización. Para cada ensayo se diluyeron en un medio apropiado hasta conseguir la
concentración deseada.
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1.1.3.- Medios
Se ha usado caldo de Múeller-Hinton (MHIB; Oxoid) para Staphy¡ococcus,
Enterobacteriaceae y Pseudomonas. El manejo de £ pneumoniae se realizó
suplementando dicho medio con sangre desfibrinada de carnero al 5% (Oxoid).
Los recuentos de UIFC se hicieron sobre agar de Múeller-Hinton (MII; Oxoid) para
Staphylococcus, Pseudomonas y E. cok. Sobre agar de Múeller-Hinton suplementado al
5% con sangre desfibrinada de carnero para £ pneumoniae, y sobre agar de Cled
(bioMérieux) para Proteus vulgaris.
El pH se ajustó en todos los casos a 72 + 02.
La solución salina se preparó diluyendo 9 g de cloruro sódico (CíNa; Panreac) en
un litro de agua destilada estéril.
1.1.4.- Concentración mínima inhibitoria
La CMI se determinó por el método de macrodilución en caldo (tubo)277.
Se realiza en caldo a temperatura ambiente. Para cada determinación utilizamos una
batería de 13 tubos de ensayo de vidrio de 103 + 02 mm de diámetro, estériles, que se
cierran con tapones de algodón graso y se colocan en orden a la concentración de
antimicrobiano que contendrán, de mayor a menor concentracion.
El primer tubo corresponde a la mayor concentración de antimicrobiano que se
ensaya y que preparamos a una concentración doble de antibiótico en un volumen de caldo
de 2 mI, el resto de los tubos contiene 1 ml de caldo sin antimicrobiano.
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Desde este primer tubo y usando siempre la misma micropipeta (Gibson) y previa
agitación del tubo en un vórtex (Heidolph Reux 2000) separamos 1 ml que llevamos al tubo
siguiente de la batería de tubos y así sucesivamente. Al final dejamos un tubo control sin
antimicrobiano.
A cada uno de estos tubos añadimos 1 ml de inóculo, que hemos preparado
ajustando la turbidez de un tubo con solución salina y microorganismos en fase logarítmica
de crecimiento al tubo 1 de la escala de McFarland (3.108 UFC/ml). Desde aquí diluimos en
caldo hasta conseguir una concentración final de inóculo de 10’ IJFC/ml.
De esto resulta una dilución 1:2 de cada concentración de antimicrobiano y en una
dilución 1:2 del inóculo. Los tubos se agitan bien en un vórtex y se llevan a la estufa
(Heraeus) a 370C durante 16-20 horas.
La CMI se lee como la menor concentración de agente antimicrobiano -medida en
pg/mk que inhibe completamente el crecimiento del organismo (turbidez) detectado sin
otra ayuda que la simple observación ocular. Cada ensayo se repite tres veces y se toma
como valor final el resultante de la aplicación de la media aritmética.
1. 1.5. - Concentración mínima bactericida
Se calcula resembrando sobre placas de agar y con un asa de platino unos 10 ~±ldel
contenido de cada tubo -previa agitación en el vórtex- por encima del que hemos leído
corno CMI. Las placas se incuban a 370C durante 16-20 horas.
La CMB se registra como la menor concentración de agente antimicrobiano
-medida en sg/ml- que inhibe completamente el crecimiento sobre la superficie de agar, y
se corresponde con un porcentaje de mortalidad bacteriana del 99%.
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1.2.- CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCIÓN DEL EFECTO POSTANTIBIÓTICO
Se utilizan los mismos microorganismos, antibióticos y medios del estudio
precedente.
1.2.1.- Preparación del inóculo
Todos los experimentos se realizaron con cultivos de microorganismos que estaban
en fase logarítmica de crecimiento al tiempo de la exposición a los antibióticos. Para ello, a
partir de un inóculo puro en agar y con un asa se sembraron 4-5 colonias en un caldo
apropiado, que se incubó en la estufa a 370C durante la noche anterior a cada experimento.
£ pneumoniae se incubó en atmósfera de CO
2. Desde aquí, y a la mañana siguiente, se
diluyó el cultivo en medio fresco hasta alcanzar una concentración final de l06~I07 UFC/nii.
1.2.2.- Cinética de crecimiento bacteriano
Preparado el inóculo se reparte en matraces de vidrio de 250 ml graduados y
estériles que se cierran con tapones de algodón graso. En cada matraz depositamos 50 ml
de caldo con el inóculo bacteriano y añadimos las concentraciones deseadas de los
antimicrobianos a estudiar <normalmente se ensaya a CMI y 10 CMI). Este punto se definió
como tiempo cero de la exposición del microorganismo al antimicrobiano. Además dejamos
un matraz conteniendo 50 ml del caldo con el inóculo, pero sin antibiótico.
A continuación todos los matraces se incuban en un baño María (Selecta Unitronic
Mod 320 OR) a 370C y con agitación a 55 rpm durante 1 hora.
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1.2.3.- Eliminación del antibiótico
Tras una hora de exposición de los cultivos a las distintas concentraciones de
antibiótico, éste se eliminó por dilución 1/1.000 en medio fresco’81. Para ello se tomaron
50 pl de cada matraz y se añadieron a nuevos matraces que contenían 50 mi de caldo a
temperatura ambiente, con lo que el efecto del antimicrobiano quedó anulado. También
procedemos a la dilución -de igual forma- del matraz que no contiene antibiótico.
A continuación todos los matraces se llevaron a incubación en un baño Maria a
370C y con agitación a 55 rpm durante 6-8 horas seguidas.
1.2.4.- Recuentos bacterianos
La técnica empleada, descrita por varios autores’80’ 277, se realizó mediante dilución
decimal de los cultivos en CINa al 09% en agua destilada estéril y a temperatura ambiente.
Una muestra de 25 pl de cada dilución se plaqueó con un asa de Dubrasky sobre la
superficie de agar de una placa de Petri de 9 cm de diámetro.
Las placas se leyeron tras incubación de 18-24 horas en estufa a 370C, calculándose
entonces la concentración del cultivo. No se tuvieron en cuenta las placas con un número
de colonias por debajo de 20 ó por encima dc 200. En el caso del S. pneumoniae la lectura
se realizó a las 24-48 horas de incubación a 370C, en estufa de CO
2.
El recuento de IJFC se hizo para todos los cultivos en el tiempo cero de la
exposición al antibiótico, antes y después de la dilución del mismo y cada hora durante
6-8 horas seguidas. Y se toma como valor final el obtenido por la aplicación de la media
aritmética de tres experimentos + el error estándar (ES) para cada concentración de
antibiótico.
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1.2.5.- Cuantificación del EPA
Se realizó el siguiente cálculo utilizado por Bundtzen y cols.8 182 para la
cuantificación del EPA de los antibióticos, por comparación con experimentos similares
desarrollados en diferentes días:
T = tiempo en horas requerido para que el recuento de UIFC en los cultivos se incremente
un logaritmo de base diez sobre el recuento inmediatamente realizado después de la
dilución.
C — tiempo en horas requerido para que el recuento de UFC en los cultivos de control se
incremente un logaritmo de base diez sobre el recuento inmediatamente realizado después
de la dilución.
1’ - C = intervalo de tiempo en horas durante el cual el antibiótico parece afectar al
crecimiento bacteriano después de la exposición.
Este valor se ha usado como comparación básica de los efectos de inhibición
persistente del crecimiento bacteriano tras la exposición de los organismos a todos los
antibióticos estudiados.
Los resultados obtenidos con esta fórmula se consideraron significativos cuando el
EPA fue mayor o igual a 30 minutos& 182, estableciéndose una escala de valores en función
del tiempo obtenido, y así hablamos de EPA corto entre 30 y 90 minutos; intermedio entre
15 y 3 horas; y largo si es mayor de 3 horas’81’278.
Las Curvas de EPA se elaboraron a partir de los recuentos bacterianos efectuados
cada hora -desde el tiempo cero- y durante 6-8 horas seguidas.
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2.- ESTUDIOS IN VIVO
2.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE Y PROTEUS VULGARIS.
TRATAMIENTO CON OFLOXACINO
2. 1. 1.- Animales de experimentación
Se han utilizado 30 ojos correspondientes a 30 conejos albinos de la raza New
Zealand (suministrados por Conejos “Las Brañas” S.A.) cuyo peso osciló entre 1750 y
2250 Kg, de 6-8 semanas de edad y machos. Los animales se mantuvieron con aporte de
agua y pienso ad kbitum vigilando que no presentaran patología alguna.
2.1.2.- Microorganismos
£ pneumoniae ATCC 6303.
P. vulgar¡sATCC 13315.
2.1.3.- Soluciones oftálmicas
Ofloxacino, Código DL-8280, Lote 305.
Para preparar la solución oftálmica se pesaron 03 g de polvo valorado de OFX y se
diluyeron en 100 ml de solución salina estéril al 09%, ajustando el pH con Clii 1 N entre
58 y 65.




2.1.5.- Preparación del inóculo
De un cultivo en placa del día anterior, se prepara un inóculo en solución salina
estéril, a una concentración final de 3.108 UFC/mi y de 1 ‘5. 108 IJIFC/ml para £ pneumoníae
y It vulgaris, respectivamente.
2.1.6.- Inoculación
Previa instilación de anestésico tópico, se realiza desepitelización corneal e
inyección intraestromal de 005 mi de inóculo con aguja 28 0 en la córnea izquierda de
cada uno de los conejos según la técnica descrita por Zato279. Trabajamos con 6 grupos de
animales:
Los grupos del 1 al 3 corresponden a ojos inoculados con £ pneumoniae. Al primer
grupo se le asignan 3 conejos y a los otros dos 6.
Los grupos del 4 al 6 corresponden a ojos inoculados con P. vulgarís. Al primer
grupo se le asignan 3 conejos y a los otros dos 6.
Grupos 1 y 4: no reciben tratamiento.
Grupos 2y 5: el 01 se trata con ofioxacino desde 1 hora antes de la inoculación,
siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante
15 días seguidos.
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Grupos 3 y 6: el 01 se trata con ofloxacino a partir de las 24 horas de la
inoculación y con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15
días seguidos.
2.1.7.- Valoración clínica
Previo a la toma de muestra para el cultivo, se realiza una evaluación clínica a los
3, 7 y 15 dias de la inoculación, valorando las alteraciones a nivel de córnea, úvea anterior
y conjuntiva de cada conejo. Cada parámetro estudiado se cuantifica de O a 3 según la
menor o mayor afectación, como puede verse en las Tablas la, Ib, lc y id.
2.1.8.- Estudio microbiológico
Se hacen determinaciones del exudado conjuntival y corneal a los 3, 7 y 15 días de
la inoculación, mediante raspado con asa de platino del fondo de saco conjuntival y de la
córnea, respectivamente. Inmediatamente se realiza siembra directa de las muestras en agar
sangre para £ pneumoniae y en agar de MR para P. vulgaris y se lleva a incubación en una
estufa a 370C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas, y se interpreta como resultado
positivo la aparición de crecimiento y como resultado negativo la ausencia de crecimiento.
2. 1.9.- Análisis estadístico de los resultados
Al final del estudio, se analizaron estadísticamente los resultados clínicos y
microbiológicos de cada grupo, con el objetivo de establecer las diferencias existentes entre
ellos. El método utilizado fue el de la t de Student.
U C.M Facultad de Medicina 79
Material y métodos








































Tabla Ib: Valoración semiográfica de la cámara anterior.
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Tabla Ic: Valoración semiogrática del iris.
Tabla Id: Valoración semiográfica de la conjuntiva.




22.- MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE. TRATAMIENTO
TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA
2.2. 1.- Animales de experimentación
Se han utilizado 36 ojos correspondientes a 36 conejos albinos de la raza New
Zealand (suministrados por Conejos “Las Brañas” SA.) cuyo peso osciló entre 1750 y
2’250 Kg. de 6-8 semanas de edad y machos. Los animales se mantuvieron con aporte de
agua y pienso ad ¡¡baum vigilando que no presentaran patología alguna.
2.2.2.- Microorganismos
£ pneumornae ATCC 6303.
2.2.3.- Soluciones oftálmicas
Placebo (Excipiente sin sustancia activa, Zambón).
Tiamfenicol colirio 05% (Zambón).
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2.2.5.- Preparación del inóculo
De un cultivo en placa del día anterior, se prepara un inóculo en solución salina
estéril a una concentración final de 5.108 UFCImI.
2.2.6.- Inoculación
Previa anestesia general con tiopental 15 mg/Kg/IV e instilación de anestésico
tópico, se realiza desepitelización corneal e inyección intraestromal de 005 ml de inóculo
con aguja 28 G, en la córnea izquierda de cada uno de los conejos. Trabajamos con
6 grupos de 6 animales:
Grupo 1: el 01 se trata con placebo desde 1 hora antes de la inoculación, siguiendo
después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días seguidos.
Grupo 2: el 01 se trata con placebo a partir de las 24 horas de la inoculación y con
una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días seguidos.
Grupo 3: el O! se trata con tiamfenicol desde 1 hora antes de la inoculación,
siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días
seguidos.
Grupo 4: el 01 se trata con tiamfenicol a partir de las 24 horas de la inoculación y
con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días seguidos.
Grupo 5: el O! se trata con tobramicina desde 1 hora antes de la inoculación,
siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días
seguidos.
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Grupo 6: el 01 se trata con tobramicina a partir de las 24 horas de la inoculación y
con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 días seguidos.
A cada uno de los 6 grupos y a cada fármaco se le adjudica un código de colores de
tal forma que cada fármaco se administra a un grupo de profilaxis y a otro de tratamiento y
en todo momento se desconoce el tipo de fármaco que se está instilando.
2.2.7.- Valoración clínica
Previo a la toma de muestra para el cultivo, se realiza una evaluación clínica a los
3, 7 y 15 días de la inoculación, valorando las alteraciones a nivel de córnea, úvea anterior
y conjuntiva de cada conejo. Cada parámetro estudiado se cuantifica de O a 3 según la
menor o mayor afectación, como puede verse en las Tablas la, Ib, lc y íd.
2.2.8.- Estudio microbiológico
Se hacen determinaciones del exudado conjuntival y corneal a los 3, 7 y 15 días de
la inoculación, mediante raspado con asa de platino del fondo de saco conjuntival y de la
córnea, respectivamente. Inmediatamente se realiza siembra directa de las muestras en agar
sangre y se lleva a incubación en una estufa a 370C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas y
se interpreta como resultado positivo la aparición de crecimiento y como resultado
negativo la ausencia de crecimiento.
2.2.9. - Evaluación del número de bacterias viables uresentes en la córnea extraída
Previa administración de una dosis IV letal de tiopental, se realiza una
queratectomia con tijeras de todas las córneas, que se introducen inmediatamente en
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solución salina estéril y se someten a un proceso de agitación durante 5 minutos seguidos
en un vórtex. A continuación se realizan diluciones seriadas del líquido de fase, que se
siembran mediante extensión de un volumen 25 ~.iIcon un asa de Dubrasky en agar sangre,
para su recuento tras incubación a 370C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas, y se
cuantifica atendiendo al número de UFC/mI encontradas.
2.2.10.- Estudio anatomonatológico
Se realiza evaluación histopatológica de un ojo del grupo placebo, elegido al azar,
al final del tiempo de experimentación.
2.2.11.-Análisis estadístico de los resultados
Al final del estudio, se analizaron estadísticamente los resultados clínicos y
microbiológicos de cada grupo, con objeto de establecer las diferencias existentes entre
ellos. El método utilizado fue el de la 1 de Student.
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• - RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VITRO
1.1.- CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y
BACTERICIDAS
1. 1. 1.- Concentración ¡ninima inhibitoria
Ofloxacino, al igual que gentamicina, presentó una CMI en el limite de la resistencia
frente al & pneumoniae. Frente a los Staphylococcus mostró una sensibilidad igual a la de
los aminoglucósidos.
Frente a E. coli presentó la mayor sensibilidad, 16 veces más sensible que los
aminoglucósidos. También frente a P. vulgaris, presentó la mayor sensibilidad, pero fUe
sólo dos veces más sensible que gentamicina y tobramicina. Frente a P. aerugínosa se
mostró sensible, con una CMI menor que gentamicina y mayor que tobramicina.
Tiamfenicol fUe sensible para el £ pneumoniae con una CMI menor que la de
ofloxacino y los aminoglucósidos. También presentó buena sensibilidad frente al
£ epidermidís, pero frente al £ aureus -al igual que frente al P. vulgaris- mostró una CMI
de sensibilidad intermedia (CMI = 32 .±gImI).En cualquier caso, E. cok y P. aerug¡nosa
fUeron resistentes al tiamfenicol.
Destaca la gran sensibilidad presentada por rifampicina frente a todos los
organismos gram positivos. Sin embargo, era de esperar su pobre actividad frente a los
gram negativos, cuya CMI superó en todos los casos el limite de la resistencia establecido
en 4 gg/ml.
Los amino2lucósidos presentaron unas CMI sensibles y superponibles para los
Staphylococcus y las Enterobacteriaceae. £ pneumoniae se mostró resistente a
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tobramicina, pero P. aeruginosa 11w la que presentó mejor sensibilidad a tobramicina
(CMI = 025 p.g/m]).
1. 1.2. - Concentración mínima bactericida
En general encontramos coincidencia entre los valores de CMI y CMB, lo cual no
es de extrafiar ya que se trata de antibióticos por definición bactericidas. Sólo en el caso de
Proteus vulgarís frente a rifampicina y tiamfenicol -bacteriostático- vemos que la CMB
supera con creces la CMI.
En la Tabla 2 se detallan los valores de la CMI y CMB.
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Ofloxacino £ pneumon¡ae ATCC 6303
Saureus ATCC 29213
5 epidermidis ATCC 12228
E. cdi ATCC 25922
9. vulgaris ATCC 13315













Ijainfenicol £ pneuinoniae ATCC 6303
Saureus ATCC 29213
5 epidermidis ATCC 12228
E. coli ATCC 25922
9. vulgarisATCC 13315













Rifampicina £ pneumoniae ATCC 6303
S.aureus ATCC 29213
Sepidernzidis ATCC 12228
E. cali ATCC 25922
9. vulgarisATCC 13315













Gentamicina £ pneumoniae ATCC 6303
Saureus ATCC 29213
SepidermidisATCC 12228
E. cdi ATCC 25922
9. vu/garisAlCC 13315













Tobrainicina £ pneumoniae ATCC 6303
Saureus ATCC 29213
5 epidermidis ATCC 12228
E. cali ATCC 25922
9. vulgarisAlCC 13315













Tabla 2: Concentraciones mínimas inhibitorias y bactericidas de ofloxacino, tiamfenicol,
rifampicina, gentandcina y tobramicina frente a cepas estándar de 5. pneumoniae.
£ aureus, £ epiderinidis, E. cali, 9. vulgaris y 9. aeruginosa.




1.2.- CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCIÓN DEL EFECTO POSTANTIBIÓTICO
1.2.1.- Efecto sobre el crecimiento de & ~neumornae ATCC 6303 tras la exposición
durante una hora a varios antimicrobianos
lq (LtfCtni)
43
Ofloxacino: con un inóculo
de 106 UFC/m], no encontramos
EPA a CMI. Con concentraciones
de 6’8 i.tg/ml se obtuvo un EPA de
1,1 horas, que se prolongó a
31 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
entre la & y la 7 hora de
seguimiento, en este último caso.
Tiamfenicol: con un inóculo
de 10~ UFCIm1, presentó un EPA de
09 horas a CMI, que se prolongó a
2 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
a partir de la 5’ hora de seguimiento,
en este último caso.
<5
*6,~pgb.d tOCM)
*6,8 pg/n~! EPA *10 CMI EPA
Fit. 5: EPAde ofloncino a CMI, 6.8 Mg/SI ylO CMI frente.
8. pacumonlie ATOC 6303.
7,5
~CONTROL +CMI
CONTROL EPA *~7)J¡ EPA
tlO CM!
~ 10CM!EPA
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Rifampicina: con un inóculo
de 10~ UFC/mI, mostró un EPA
poco significativo, de 0’5 horas, a
CMI. A 10 CMI el EPA fUe
de 19 horas, observándose una
recuperación de los cultivos a partir
de la 5’ hora de seguimiento.
Fg.7:EPAdeuifaqñ~i¡. a CI.41y10 (IX! Irene a 5. pawuoúe AT(IE 6303.
¡sg WFCIwJ)
Gentamicina: con un inóculo
de 10~ UFC/mI, mostró un EPA
poco significativo, de 0,6 horas, a
CMI. A 10 CMI no encontramos
recuperación de los cultivos después
de 7 horas de seguimiento, pudiendo
decir que el EPA será mayor de
5 horas.
0 í ~ i ~ ¿ t
hora,
~CONTROL +CMI
CONTROL EPA * CMI EPA
CM!
~ 20 CMI EPA
F~.8; EPA degentamúina .CMIylO CMI frene ¡ S.pneumoúe ATCE 6303.
Tobramicina: con un inóculo de 106 UFC/m], el EPA a CMI fUe de 0,8 horas.
A 10 CMI fUe imposible cuantificar el EPA dada la marcada actividad bactericida del
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Con un inóculo de 1 0~ IJFC/ml, presentó un EPA de 0’9 horas a CMI, que se
prolongó a 34 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a recuperarse entre
la 68 y la 7’ hora de seguimiento, en este último caso.
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~CORTROL +CAJ¡ *10CM! —cONTROL +CM¡ *10 CMI
COPJTROLEFA *CMI EPA *IOCYMIEPA •CONTROL EPA *CMJ EPA IOCM!EPA
F~.9: EPAde Éobnmkic. áQ4IyIO 311 finteeS. pecumoñe ATCC63OS. F~.1O: EPAde tobrahbeta • CMIyIO 311 Inste .5. pBCCMÓSÉCATCXE3C3.
1.2.2.- Efecto sobre el crecimiento de & aureus ATCC 29213 tras la exposición
durante una hora a varios antiinicrobianos
Ofloxacino: con un inóculo de
101 UFC/ml, no encontramos EPA a
¼CMI, a CMI mostró un EPA poco
significativo de 05 horas, que se
prolongó a 1’3 horas a 5 CMI. A
10 CMI el EPA fUe de 19 horas,
observándose una recuperación de los
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lq (UFCbn~)
8Tiamfenicol: con un inóculo
de 10~ UFC/ml, presentó un EPA de
11 horas a CMI, que se prolongó a
29 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
entre la 58 y la 6’ hora de








CONTROL EPA * CMI EPA
*10 CMI
*10 CMI EPA
Fig. 12; EPA de ímfcmicol a CMI y 10 CMI frente a 3. curen ATCC 29213.
Rifampicina: con un inóculo
de 10~ UFC/m], presentó un EPA de
09 horas a CMI. A 10 CMI no
encontramos recuperación de los
cultivos después de 6 horas de
seguimiento, pudiendo decir que el
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Ft. 13: EPA de rifaquiciaa a CMI y 10 CMI frente a E. —reus AT(IE~213.
Gentamicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, mostró un EPA poco significativo, de
0,5 horas, a CMI, que se prolongó a 2’1 horas a 10 CMI, observando que los cultivos
empezaban a recuperarse entre la 4’ y la 58 hora de seguimiento, en este último caso.
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Tobramicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, presentó un EPA de 1,9 horas a CMI,
que se prolongó a 22 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a
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1.2.3.- Efecto sobre el crecimiento de & eDidermidis ATCC 12228 tras la exposición
durante una hora a varios antimicrobianos
Ofloxacino: con un inóculo de
10~ UFC/ml, presentó un EPA de 08 horas a
CMI, que se prolongó a 2’4 horas a 10 CMI,
observando que los cultivos empezaban a
recuperarse entre la 5’ y la 6 hora de
seguimiento, en este último caso. 0 1 2 3 4 5 6hora,
~CONTROL +CLI *lOCJfl
CONTROL EPA *CMIfJA ~l0 CMIEPA
F~. lEe EPA de ofbx.csoa CM! ylO CMI fre,tea 5. epídnsídisMCC 12228.
ho~
~CONTROL +0W *10CM!
CONTROL EPA *CM!EPA 10 CMIEPA
Fig. LI: ETAIe tobnzkia, • CMIyIO (MUtile .5. ,re.,ATCCZ9ZI3,
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Tiamfenicol: con un inóculo de
10~ UFC/ml, presentó un EPA de 13 horas a
CMI y de 15 horas a 5 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse entre la
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F¡& U: EPA de tuuieáicol. 0.41 yS CMI frente, 5. epdermí4i.AT~I22~.
Rifampicina: con un inóculo de
10~ UFC/mi, presentó un EPA de 19 horas a
CMI. A 10 CMI no encontramos
recuperación de los cultivos después de
8 horas de seguimiento, pudiendo decir que
el EPA será mayor de 51 horas.
Gentamicina: con un inóculo de
10~ UFC/mJ, mostró un EPA poco
significativo, de 07 horas, a CMI, que se
prolongó a 1’7 horas a 5 CMI. A 10 CMI no
pudo determinarse el EPA debido a la
marcada actividad bactericida del antibiótico
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Tobramicina: con un ¡nóculo
de 10~ IJFC/mi, presentó un EPA de
25 horas a CMII. A 5 y 10 CMI no
pudo determinarse el EPA debido a
la marcada actividad bactericida del $.5
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FÍg. 20: EPA de tobu.néiaaa CMI hernie eS. eviderniidÉ ATCC 12~S.
1.2.4.- Efecto sobre el crecimiento de E. colí ATCC 25922 tras la exuosición durante
una hora a varios antimicrobianos
Ofloxacino: con un inóculo
de I0~ UFC/ml, no encontramos
EPA a CMI. A 10 CMI no
observamos recuperación de los
cultivos después de 6 horas de
seguimiento, pudiendo decir que el
EPA será mayor de 32 horas. horas
~CON~ROL ±CMI tío CMI
CONTROL EPA *CMI EPA tOCWEPA
Fig. 21: EPA de ofloscino, CMI ylO CLII frente a E. coIiATCC 25922.
¡cg (UFCMIO
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Rifampicina: con un inóculo de
10~ UFC/ml, presentó un EPA de l’5 horas a
CMI. Con concentraciones de 4 CMI,
10 CMI y 40 CMI no encontramos
recuperación de los cultivos después de
7 horas de seguimiento, pudiendo decir que
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E. ccli ATC~ 25922
Gentamicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, no encontramos EPA a CMI.
A 10 CMI el EPA fue de 22 horas, observándose una recuperación de los cultivos a partir
de la 5’ hora de seguimiento.
Tobramicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, no encontramos EPA a CMI.
A 10 CMI el EPA fUe de 21 horas, observándose una recuperación de los cultivos entre la
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1.2.5.- Efecto sobre el crecimiento de P. vulzaris ATCC 13315 tras la exposición
durante una hora a varios antimicrobianos
Ofloxacino: con un inóculo de
1O7UFC/ml presentó un EPA de 3 horas a
CMI. Con concentraciones de 68 pg/ml se
obtuvo un EPA de 35 horas, observando que
~oscultivos empezaban a recuperarse entre
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Tiamfenicol: con un inóculo de
1O~ UFC/ml, presentó un EPA de 15 horas a
CMI y de l’7 horas a 10 CMII, observando
que los cultivos empezaban a recuperarse
entre la 48 y la 9 hora de seguimiento, en
ambos casos.
CONTROL +CMI *10CM]
COIJTROL EPA *CMIPA *10CM] EPA
Fi.. ~:Eflde t¡sfemicól. 0.41.10 CMI ¡segre. P.vuI,u,i, ATCCI33I5.
log (U20)
Rifampicina: con un inóculo de
10~ UFC/mI, presentó un EPA de 1’7 horas a
CMI, observándose una recuperación de los
cultivos entre la 4’ y la 9 hora de
seguimiento.
Moni
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Ft. fl ErAde rihqkffl. a 011 Ingle.?. w~,ris MCC 13315.
.5
3




o 1 2 3 4 5 6
U. CM Facultad de Medicina 98
Resultados
Gentamicina: con un inóculo de I0~ UFC/nd, no encontramos EPA a
A 10 CMI el EPA fUe de l’7 horas, observándose una recuperación de los cultivos a
de la 48 hora de seguimiento.
CMI.
partir
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1.2.6.- Efecto sobre el crecimiento de P. aerurinosa ATCC 9721 tras la exposición
durante una hora a varios antimicrobianos
Ofloxacino: con un inóculo
de 1 Q7 UFC/ml, presentó un EPA de
1 hora a CMI. Con concentraciones
de 10 CMI se observó una
recuperación de los cultivos a partir
de la 7’ hora de seguimiento,
pudiendo decir que el EPA será
mayor a 5 horas.












~CONTROL +CMI *10 CMI
CONTROL EPA *CMI EPA ~10CMI EPA
U. CM. Facultad de Medicina 99
Resultados
a
Tiamfenicol: con un inóculo de
1 Q6 UFC/ml, presentó un EPA de 1 hora a
CMII. A 10 CMI el EPA fUe de 1’6 horas,
observándose una recuperación de los





Rifampicina: con un inóculo de
1O7UFC/ml, presentó un EPA de 27 horas a
CMI. A 10 CMI el EPA fUe de 4’6 horas,
observándose una recuperación de los
cultivos a partir de la 7’ hora de seguimiento.
Gentamicina: con un inóculo de
1 0~ UFC/mJ, presentó un EPA de 2 horas a
CMI. Con concentraciones de 10 CMI se
observó una recuperación de los cultivos a
partir de la 88 hora de seguimiento, pudiendo
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inóculo de 1O~ UFC/ml, presentó
un EPA de 1 hora a CMI. A
10 CMI el EPA fue de 3 horas,
observándose una recuperación de
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Fig. 34: EPA de tobrañci¡. a CMI ylO (LII frente al’. netugmoza ATCC 9721.
En las Tablas 3-8 se detallan los valores del EPA.
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Ofloxacino
Tiamfenicol
Rifampicina 0’03 003 05 + O’1
0’3 19+01
Gentamicina 4 4 06 + 0’1
40 >5+1
Tobramícina 8 8 09 + 0’05
80 34+03
Tabla 3: Efecto postantibiótico de olloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Streptococcus pneumoniae
ATCC 6303.
Ofloxacino
0,5 05 + 03
2’5 13+01
5 1’9+0’4
Tiamfenicol 32 32 11 + 01
320 29+01
Rifampicina 0’015 01015 09+03
0’15 =3’3+0’1
Gentamicina 0’25 025 0,5 + 02
25 2’1+0’2
Tobramicina 0’25 025 19 + 02
25 2’2+0’4
Tabla 4: Efecto postantíbiático de ofloxacino, tianifenicol, rifampicina,











Tobramicina 0’25 0125 2’5 + 0.1
Tabla 5: Efecto postantibiático de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobraxnicina frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228.




















Tabla 6: Efecto postantibi6tico de ofloxacino, rifampicina, gentamicina y














Tabla 7: Efecto postantibiótico de ofloxacino, tíamfenicol, rifampicina,
















Tabla 8: Efecto postantibiótico de ofloxacino, tiainfenico¡, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Pseudomonas aerug¡nosa
ATCC 9721.
Resultados
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2- RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VIVO
2.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONL4E Y PROTEUS VULGZ4RIS.
TRATAMIENTO CON OFLOXACINO
2.1.1.- Resultados clínicos
2. 1.1. 1.- Ensayo con & pneumoniae (Tabla 9)
Control: todas las córneas presentaron un edema intenso asociado a la formación de
un leucoma mayor de 4 mm que impedía la visualización de la cámara anterior durante todo
el tiempo de estudio, aunque en el tercer día destaca la formación de hipopión en un caso.
Observamos aumento de la neovascularización en la segunda semana y persistencia de las
úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación corneal leve en el decimoquinto día.
En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e
intensa durante las dos semanas, aunque la quemosis y secreción se hacen leves al final del
estudio. Todos los ojos evolucionaron hacia laptísís bull’¡.
Profilaxis: el edema corneal fue leve en todos los casos desapareciendo en el
decimoquinto día. Se observó formación de un leucoma menor de 2 mm junto a una
neovascularización que no llegó a afectar a un cuadrante durante todo el período de
estudio. La úlcera que no alcanza los 2 mm ha desaparecido en un tercio de los casos en el
séptimo día y lo mismo ocurre con la deformación corneal, que de ser leve pasa a no existir
al final de las dos semanas.
No se evidenció afectación uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y
ciliar, entre leve y moderada los tres primeros días, tiende a desaparecer hacia el séptimo
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día en que ya no se observa quemosis, siendo todos los parámetros conjuntivales normales
en todos los casos al final del estudio.
Tratamiento: el edema corneal fUe moderado en dos tercios de los casos entre el
tercero y séptimo dia, llegando a desaparecer en todos los casos excepto en uno al final de
las dos semanas. Se observó persistencia de leucoma menor a 2 mm y neovascularización
que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al final del estudio. La úlcera de 2-4 mm
de diámetro inicia su mejoría, al igual que la deformación comeal, a partir del séptimo dia y
en el decimoquinto ambas han desaparecido en todos los casos.
No se observó reacción uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y ciliar
fUeron intensa y moderada, respectivamente, durante la primera semana, apreciándose
quemosis y secreción leves, pero al final del tratamiento todos estos parámetros se han
normalizado en todos los casos.
2.1.1.2.- Ensayo con P. vulgoris (Tabla 10)
Control: todas las córneas presentaron un edema entre moderado e intenso asociado
a la formación de un leucoma entre 2 y =4 mm de diámetro que no permitió la
visualización de la cámara anterior, aunque, también en un caso y en el tercer día, destaca la
formación de hipopión. Observamos aumento de la neovascularización importante en la
segunda semana y persistencia de las úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación comeal
leve en el decimoquinto día.
En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar intensa y quemosis y
secreción moderadas en la primera semana, que evolucionan hacia una menor intensidad
-moderada y leve, respectivamente- en la segunda semana. Todos los ojos evolucionaron
hacia laptisís bu/hl.
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Profilaxis: el edema corneal fue leve en todos los casos, desapareciendo en el
decimoquinto día. Se observó formación de un leucoma menor a 2 mm sin
neovascularización, que persistió durante todo el estudio. La úlcera de 2-4 mm de diámetro
en el tercer día tiende a disminuir su tamaño, de forma que a partir del séptimo día ha
cerrado en todos los casos menos en uno y es inexistente al final del tratamiento. Lo mismo
ocurre con la deformación corneal, que de ser leve pasa a no existir al final de las dos
semanas.
No se evidencié afectación uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntiva) y
ciliar entre leve y moderada los tres primeros días, tiende a desaparecer hacia el séptimo día
y la quemosis y secreción conjuntivales no se detectan desde el tercer día de la evolución.
Tratamiento: el edema comeal fUe moderado entre el tercero y séptimo día,
persistiendo de forma leve al final de las dos semanas. Se observó un leucoma residual
menor a 2 mm y discreta neovascularización en todos los casos al final del estudio. La
úlcera de 2-4 mm de diámetro inicia su mejoría, al igual que la deformación corneal, a partir
del séptimo día y en el decimoquinto ambas han desaparecido en todos los casos.
No se observó reacción uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y ciliar
frieron moderada e intensa, respectivamente, durante la primera semana, apreciándose
quemosis y secreción leves. Al final del tratamiento todos estos parámetros se han
normalizado en todos los casos excepto en uno, en el que persiste hiperemia conjuntival
leve.
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3«d 70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d
3 3 3 0-1 0-1 0 2 1 0-1
3 3 3 1 0-1 0-1 2-3 1-2 1
Neovascularización 0 1-2 2-3 0 0-1 0-1 0 0-1 1
3 2-3 1-2 0-1 0-1 0 2-3 0-1 0
Deformación 1-2 1 1 0-1 0-1 0 1 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindail - - - - - - - - -
Hipopión 0-1 - - O O O O O O
Hifema O - - O 0 0 0 0 0
Formación de fibrina - - - - - - - - -
IRIS
Hiperemia O - - O O O O O O
Irregularidadpupilar O - - O O O O O O
Sineiuias O - - O O O O O O
CONJUNTIVA
Hiperemia conjuntival 2-3 3 2-3 1-2 0-1 0 3 2 0
Hiperemia ciliar 2 2-3 2-3 1-2 0-1 0 2-3 2 0
Quemosis 1-2 1-2 1 1-2 0 0 1 0 0
Secreción 2-3 1-2 1 1-2 0-1 0 1 0-1 0
Tabla 9: Queratitis por £ pneumoniae ATCC 6303. Ensayo con ofloxacino. Resultados clínicos.
70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d
Edema 2-3 2-3 2 2 0-1 O 1-2 1 0-1
Leucoma
Neovascularización 0 2-3 2-3 0 0 0 0 0-1
Ulcera 2-3 2-3 1-2 1-2 0-1 0 1-2 1-2 0
Deformación 0-1 1 1 0-1 0-1 0 1-2 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -
Hipopión 0-1 - - 0 0 0 0 0 0
Hifema O - - 0 0 0 0 0 0
Formación de fibrina - - - - - - - - -
IRIS
Hiperemia O - - O O O O O O
Irreguiaridadpupilar O - - 0 0 0 0 0 0
Sineguias O - - 0 0 0 0 0 0
CONJUNTiVA
Hiperemia conjuntival 3 3 1-2 1-2 1 0-1 2 1 0-1
Hiperemia ciliar 3 2 1-2 1-2 1 0 2-3 2 0
Quemosis 2-3 1-2 1 1 0 0 1 0-1 0
Secreción 1-2 1 1 1 0 0 1 0-1 0
Tabla 10: Queratitis por P. vulgarEs ATCC 13315. Ensayo con ofloxacino. Resultados clínicos.
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2 1 2 - Resultados ¡nicrobioló2icos
2 1 2 1 - Ensayo con S. pneumoniae (Tabla 11)
Control: al tercer día el 666% de los cultivos corneales son positivos para
S. pneumoníae; al séptimo día el porcentaje disminuye a un 333% y aislamos
Staphylococcus spp. en el 333% de las conjuntivas. En el decimoquinto día todos los
cultivos son negativos para £ pneumon¡ae y aislamos Staphylococcus spp. en el 333% de
las córneas y en el 666% de las conjuntivas.
Profilaxis: todos los cultivos son negativos para £ pneumoníae durante todo el
estudio, alslándose Staphy¡ococcus spp. en el 166% de las conjuntivas en el tercer día, en
el 166% de las córneas y 50% de las conjuntivas en el séptimo día y en el 66’6% de las
córneas y 333% de las conjuntivas en el decimoquinto día.
Tratamiento: los cultivos son positivos en el 333% de las córneas para
5 pnemon¡ae en el tercer día; el séptimo y decimoquinto día todos los cultivos son
negativos para £ pneumoníae, pero encontramos contaminación por Staphylococcus spp.
en el 833% de las conjuntivas en el séptimo día y un 50% de las córneas al final del
estudio.
2.1.2.2.- Ensayo con P. vsdgaris (Tabla 12)
Control: al tercer día todos los cultivos de córnea y conjuntiva son positivos para
P. vulgaris; en el séptimo día este porcentaje ha descendido a un 33’3% tanto en córnea
como en conjuntiva, aislándose contaminación por Staphylococcus spp. en el 33’3 % de las
córneas y en el 666% de las conjuntivas; en el decimoquinto día todos los cultivos son
negativos para P. vulgans, aislándose Staphylococcus spp. en el 666% de las córneas y en
el 100% de las conjuntivas.
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Profilaxis: todos los cultivos son negativos para P. vulgaris durante todo el
estudio; y sólo en el séptimo día se aísla StaphyloCoccus spp. en el 33’3% de las muestras
de córnea y en el 83’3% de las de conjuntiva.
Tratamiento: al tercer dia un conejo ha muerto y los cultivos son positivos en el
50% de las córneas y en el 333% de las conjuntivas para P. vulgaris, encontrándose,
además, en conjuntiva un 166% de cultivos contaminados por Staphylococcus spp. En el
séptimo día sólo hay un 16’6% de positividad para P. vulgarís en la córnea y se aísla
Staphy¡ococcus spp. en el 333% de las mismas; en conjuntiva el aislamiento de
estafilococos alcanza un 666%. En el decimoquinto día todos los cultivos son negativos
para P. vulgarís, y encontramos Staphylococcus spp. en el 666% de las córneas y
conjuntivas.
Tabla 11: Queratitis por £ pneumoniae ATCC 6303. Ensayo con ofloxacino. Resultados microbiológicos.
Tabla 12: Queratitis por P. vulgarEs ATCC 13315. Ensayo con otioxacino. Resultados microbiológicos.
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2.2 - MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONL4E. TRATAMIENTO CON
TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA.
2.2.1.- Resultados clínicos (Tablas 13 y 14)
2.2.1.1.- Grupo placebo
Profilaxis: todas las córneas presentaron un edema entre moderado e intenso
asociado a la formación de un leucoma mayor de 4 mm de diámetro que impedía la
visualización de la cámara anterior durante todo el tiempo de estudio, aunque en el tercer
día se puede apreciar la formación de hipopión. Observamos aumento de la
neovascularización mayor a dos cuadrantes en la segunda semana y persistencia de las
úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación corneal moderada en el decimoquinto día.
En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntiva) y ciliar intensa en e) tercer día
que se hacen moderadas en el séptimo día y leves al final de las dos semanas, aunque la
quemosis y secreción se mantienen entre leves y moderadas durante todo el tiempo de
seguimiento.
Tratamiento: todas las córneas presentaron un edema intenso asociado a la
formación de un leucoma mayor de 4 mm que impedía la visualización de la cámara
anterior durante todo el tiempo de estudio. Observamos aumento de la neovascularización
en la segunda semana y persistencia de las úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación
corneal entre leve y moderada en el decimoquinto día.
En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival moderada y ciliar intensa en el
tercer día, que mejoran en la segunda semana y son leves en el decimoquinto día. La
quemosís y secreción, más importantes en el tercer día, se hacen leves al final del estudio.
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2.2.1.2.- Grupo tobramicina
Profilaxis: el edema corneal fUe moderado entre el tercer y séptimo día
desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto día. Se observó formación de un
leucoma entre 2 y 4 mm de diámetro junto a una neovascularización que afectó a más de
dos cuadrantes en el séptimo día, con persistencia de un leucoma residual leve y menor
neovascularización al final de las dos semanas. La úlcera de 2-4 mm de diámetro en el
tercer día, cicatriza en todos los casos a partir del séptimo día.
En los tres primeros días encontramos una reacción uveal leve junto a una
hiperemia conjuntival y ciliar moderada e intensa, respectivamente, quemosis leve y
secreción moderada. En el séptimo día tan sólo se aprecia una hiperemia conjuntival y ciliar
leve. En el decimoquinto día todos los parámetros conjuntivales se han normalizado.
Tratamiento: el edema corneal fUe moderado entre el tercero y séptimo día,
persistiendo de forma leve a) fina] de las dos semanas. Se observó un leucoma residual
menor de 2 mm y neovascularización que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al
final del estudio. La úlcera <2 mm de diámetro en el tercer día, cicatriza en todos los casos
a partir del séptimo día.
Apenas existe reacción uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fUe entre moderada e
intensa en el tercer día, disminuyendo en la segunda semana hasta desaparecer al final del
estudio. La quemosis y secreción moderadas al principio mejoran al final del tratamiento,
quedando sólo una pequeña secreción conjuntival.
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2.2.1.3.- Grupo tiamfenicol
Profilaxis: el edema corneal fUe entre leve y moderado en el tercer día,
desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto. Se observó formación de un
leucoma entre 2 y 4 mm de diámetro en el tercer día junto a neovascularización moderada
en la segunda semana y leucoma residual leve al final de las dos semanas. Las úlceras de
2-4 mm de diámetro inician su cicatrización a partir del séptimo día, habiéndose cerrado
todas al final del estudio y no apreciándose en ningún momento deformidad corneal.
La hiperemia conjuntival y ciliar entre leve y moderada los tres primeros días, tiende
a desaparecer hacia el séptimo día en que ya no se observa quemosis, pero si secreción
leve. Todos los parámetros conjuntivales son normales en todos los casos al final del
estudio.
Tratamiento: el edema corneal fUe moderado durante la primera semana y persistió
de forma leve en la segunda. Se observó persistencia de leucoma entre 2 y 4 mm de
diámetro y neovascularización intensa en el séptimo día, que abarca a uno ó dos cuadrantes
en todos los casos al final del estudio. La úlcera de 2-4 mm de diámetro inicia su mejoría, al
igual que la deformación corneal, a partir del séptimo día, y en el decimoquinto ambas han
desaparecido en todos los casos.
Apenas existe afectación uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fUeron entre
moderadas e intensas los tres primeros días, apreciándose también quemosis y secreción
moderadas. En el séptimo día la afectación conjuntival en general es leve sin quemosis y al
final del estudio todos estos parámetros se han normalizado a excepción de una pequeña
secreción.
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3~d 70d 150d 3«d 70d 150d 3~d 70d 150d
2 2-3 2-3 1-2 2 0 1-2 1 0
2-3 3 3 1-2 2 1-2 2 1 1-2
Neovasculanzación 0 3 3 0 3 1-2 0 1-2 1-2
1 2 2 1-2 0 0 1-2 0-1 0
Deformación 0 1 2 0 0-1 0 0 0 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -
Hipopión 2 - - 1 0 0 0 0 0
¡zUlema O - - O O O O O O
Formación de fibrina - - - - - - - - -
IRIS
Hiperemia 1 - - 1-2 0-1 0 1 0 0
Irregularidadpupilar O - - O O O O O O
Sincuias O - - O O O O O O
CONJUNTIVA
Hiperemia conjuntiva] 2-3 2 1 2 0-1 0 1-2 0 0
Hiperemia ciliar 3 2 1 2-3 0-1 0 2 0-1 0
Quemosis 1-2 1-2 1 1 0 0 1 0 0
Secreción 1-2 2 2 2 0 0 1-2 0-1 0
Tabla 13. Queratitis por£ pneumoniae ATCC 6303. Grupo Profilaxis. Resultados clínicos.
Edema
3«d 70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d
Leucoma
Neovascularización 0 3 3 0 1 1 0 3 2
Ulcera 1-2 2 2 1 0 0 2 0-1 0
Deformación 0 1 1-2 0 0-1 0 ~) 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -
Hipopión - - - 0-1 0 0 0 0 0
Hifema - - - O O O O O O
Formación de fibrina - - - - - - - - -
IRIS
Hiperemia - - - 1 0-1 0 0-1 0-1 0
Irregularidadpupílar - - - O O O O O O
Sinequias - - - O O O O O O
CONJUNTiVA
Hiperemia conjuntival 2 1-2 1 2 1 0 2-3 0-1 0
Hiperemiaciliar 3 2 1 3 1 0 3 1 0
Quemosis 2 1 0-1 1-2 0-1 0 2 0 0
Secreción 2-3 1-2 1-2 2 1-2 0-1 2 1 0-1
Tabla 14: Queratitis por £ pneumoniae ATCC 6303. Grupo Tratamiento. Resultados clínicos.




2.2.2.- Resultados microbiológicos (Tablas 15 y 16)
2.2.2.1.- Grupo placebo
Profilaxis: al tercer día los cultivos son positivos en el 666% de las córneas y
conjuntivas para S. pneumon¡ae, encontramos sobreinfección por S. epídermidis en el
166% de las conjuntivas. En el séptimo día se negativizan todos los cultivos y en el
decimoquinto un conejo ha muerto y aislamos Staphylococcus spp. en el 166% de las
córneas y en el 50% de las conjuntivas.
Tratamiento: al tercer día los cultivos son positivos para S. pneumoniae en el
166% de las muestras de córnea y conjuntiva, además, en conjuntiva un 33’3% de los
cultivos son positivos para Staphylococcus spp.; al séptimo día un conejo ha muerto y
persiste el mismo porcentaje de positividad para £ pneumon¡ae tanto en córnea como en
conjuntiva hasta el final del estudio, con sobreinfección por Staphylococcus spp. en córnea
en el decimoquinto día.
2.2.2.2.- Grupo tobramicina
Profilaxis: todos los cultivos de córnea y conjuntiva son negativos para
£ pneumon¡ae durante todo el estudio; únicamente encontramos contaminación por
Staphylococcus spp. en el 1 6’6% de las conjuntivas al tercer día.
Tratamiento: al tercer día el 166% de los cultivos corneales y conjuntivales son
positivos para £ pneumoníae, encontrando además en conjuntiva un 16’6% de cultivos
positivos para Staphylococcus spp. Posteriormente todos los cultivos son negativos.
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2.2.2.3.- Grupo tiamfenicol
Profilaxis: al tercer día el 83’3% de los cultivos corneales y el 50% de los
conjuntivales son positivos para £ pneumon¡ae. Al séptimo día se negativizan todos y en el
decimoquinto día persiste la negativización en cuanto a los cultivos corneales; sin embargo,
en conjuntiva encontramos un 1 6’6% de positividad para £ pneumon¡ae y contaminación
por Staphylococcus spp. en el 3 33% de las mismas.
Tratamiento: al tercer día el 333% de los cultivos corneales son positivos para
£ pneumoniae y el 333% de los cultivos conjuntivales son positivos para Staphylococcus
spp. En el séptimo día todos los cultivos son negativos y al final del estudio los cultivos
corneales siguen siendo negativos, pero en conjuntiva encontramos infección mixta por
£ pneumornae y Staphylococcus spp. en el 333% de los casos, y contaminación por
Staphylococcus spp. en un 166% de los cultivos.
Tabla 15: Queratitis por£ pneumoniae ATCC 6303. Grupo Profilaxis. Resultados microbiológicos.
Cultivo 3& día + (16’6 %) + (16’6%) + 333 %
Cultivo 70 día + (166 %)
Cultivo 150 día + (16’6 %)
Tabla 16: Queratitis por £ pneumoniae ATCC 6303. Grupo Tratamiento. Resultados microbiológicos.
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2.2.3.- Resultados del número de bacterias viables nresentes en la córnea extraída
(Tablas 17 y 18)
2 2 3 1 - Grupo placebo
Profilaxis: se identificó Staphylococcus spp. en el examen de una pieza corneal al
final del estudio. No se encontró £ pneumoníae en ningún caso.
Tratamiento: el estudio de las piezas corneales es negativo en todos los casos.
2.2.3.2.- Grupo tobramicina
Profilaxis: el estudio de las piezas corneales reveló dos córneas en las que
aparecían de 1 a 8 UTFC/ml. correspondientes a £ pneumoniae.
Tratamiento: se aísla Staphylococcus spp. en el examen de una pieza corneal. En
ninguna de ellas se identifica £ pneumoníae
2.2.3.3.- Grupo tiamfenicol
Profilaxis: en el estudio de las piezas corneales encontramos dos córneas en las
que aparecían más de 20 UFC/mI. correspondientes a 5 pneumoniae.
Tratamiento: la valoración de las piezas corneales es negativa en todos los casos.




Tabla 17: Queratitis por £ Pneumoniae ATCC 6303. Grupo
viables encontradas en la córnea extraída.







Tabla 18: Queratitis por £ Pneumoniae ATCC 6303. Grupo Tratamiento. Resultados del n0 de bacterias
viables encontradas en la córnea extraída.
2.2.4. - Resultados anatomouatolóuicos
El estudio anatomopatológico de uno de los ojos, correspondiente al grupo
placebo, elegido al azar, reveló una importante destrucción estromal, abundante material
inflamatorio en cámara anterior, destrucción de procesos ciliares y del iris, sinequias
anteriores y posteriores y afectación del cristalino con producción de catarata. Estos
hallazgos corroboraron la impresión clínica estimada, de que estos ojos estaban abocados a
laptis¡s bulbí.
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- = OUFC/m].
+ = 1 - 8UFC/mI.
-4-4 = 8-2OUFC/ml.
±4+ = > 20 UFC/mI.
9 = corresponde a conejos que murieron antes de finalizar el estudio.
* = corresponde acórnea enviada para estudio anatomopatológico.
V.- DISCUSIÓN
Discusión
El estudio in vitro de la sensibilidad bacteriana a los antibióticos ha ido tomando
cada vez mayor interés debido al gran número de medicamentos antibacterianos en uso y al
progresivo aumento de infecciones producidas por mutantes bacterianas resistentes.
Generalmente los tratamientos antibióticos en la clínica se basan en los resultados
obtenidos de los antibiogramas y en determinaciones de la CIvil, realizándose los
protocolos de dosificación de los antimicrobianos empíricamente, de forma que alcancen en
suero como minimo, y en un tiempo breve concentraciones iguales a 4-5 CMI frente a los
microorganismos patógenos, prescribiéndose el antibiótico en intervalos de tiempo de
forma que la nueva dosis se alcance en sangre cuando aún exista al menos 1 CMI residual
de la dosis anterior280.
El dato que se obtiene del antibiograma no tiene en cuenta la dinámica del
crecimiento bacteriano. La CMI no considera el grado de penetración de los fármacos en
los tejidos oculares, el pH del lugar de infección, el grado de unión a proteínas resultado de
la presencia de escombros celulares, el contenido iónico del área infectada o el metabolismo
del fármaco, todo lo cual afecta a las propiedades antibióticas de muchos
antimicrobianos’67.
Los parámetros farmacodinámicos tales como la tasa de actividad bactericida con
incrementos en la concentración de los fármacos y el EPA, nos dan una descripción más
precisa de la duración de la actividad antimicrobiana que sólo la CMI y nos permiten tener
una información mayor de la acción de los antibióticos de cara a poder establecer una base
más racional para la determinación de las dosis óptimas de los regímenes de tratamiento4’5.
Sin embargo, la concentración que los antibióticos alcanzan en el interior del globo
ocular es muy pequeña en relación con las concentraciones en suero, y considerando que es
en la córnea donde hemos de alcanzar las concentraciones mínimas de 4-5 veces la CMI,
hemos de tener en cuenta la escasa efectividad de muchos antibióticos utilizados por vía
sístémica, ya que su concentración intraocular, en muchas ocasiones, está por debajo de Ja
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CMI del germen causal de la infección58’281.
Los estudios experimentales en animales y los ensayos clínicos en humanos, indican
que la aplicación tópica es la mejor vía en el tratamiento de la infección corneal bacteriana,
aunque las inyecciones subconjuntivales pueden ser beneficiosas en casos puntuales. Hay
poco papel para la vía sisténiica en el tratamiento de Ja infección cornea], excepto quizá en
circunstancias inusuales’67 168, 249, 257, 264,282,283
1.- EVALUACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL
1.1.- ELECCIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS
Son numerosas las publicaciones que hacen referencia a la implicación de estos
microorganismos Staphylococcus aureus, Staphy¡ococcus epídermídis, Pseudomonas
aerug¡nosa y Streplococcus pneumoniae como principales bacterias patógenas en
infecciones agudas del segmento anterior del ojo, siendo aislados con menor frecuencia
otros organismos coliformes como Escherich¡a cok y Proteus vulgaris53’ 115, 146, 284-288
Por otro lado, junto al aumento de protagonismo de ciertas bacterias consideradas
hasta ahora de bajo poder patógeno, como es el caso del 5. epídermidit8’ 289, 290 al cual se
atribuyen lesiones corneales de gravedad variable en estudios experimentales en conejos y
al incremento de su patogenicidad en úlceras corneales, infecciones postoperatorias y
blefaroconjuntivitis291-293, y frente al cual se están encontrando tasas de resistencia
comparativamente más altas que para el 5. aureus, nos encontramos con queratitis
tremendamente graves como las originadas por P. aeruginosa y otros patógenos corneales
gram negativos44’294’ 295 y que debido a su extendida distribución y a la resistencia opuesta a
la mayoría de los antibióticos, a menudo se vuelven dominantes cuando se han eliminado
las bacterias más sensibles.
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Y es por ello, debido a su frecuencia en queratitis y a su prevalencia en ojos, por lo
que han sido los microorganismos sobre los cuales se han desarrollado los mayores
modelos experimentales mn vitro e in vivo de infección corneal’67’ 256, 257, 281, 296.298 y que nos
va a permitir la posibilidad de contrastar nuestros resultados.
La selección de cepas ATCC se hizo por homologar los resultados con los
obtenidos por otros autores y después de haber ensayado con aislados clínicos oculares de
las mismas especies sin encontrar diferencias significativas en los resultados.
1.2.- ELECCIÓN DE LOS ANTIMICROBIANOS
Hasta ahora gentamicina y cloranfenicol se han estado utilizando en el tratamiento
de los procesos infecciosos de los ojos, y aunque gentamicina se considera de elección ante
la sospecha de queratitis por bacilos gram negativos24’ 299, Mahajan ya en 1983 informa un
aumento en su resistencia dcl 84% y hasta de un 70% para el cloranfenicol en cultivos de
infecciones postoperatorias284.
El amplio espectro de actividad de tobramicina ha probado su utilidad en el control
de las infecciones oculares superficiales y profUndas de los anejos oculares. Efectiva frente
a los Staphylococcus, su uso se reserva para infecciones debidas a organismos gram
negativos300-302 habiéndose mostrado especialmente útil en el control de queratitis por
Pseudomonas resistentes a gentamicina. Sin embargo, en los años 84-86 varios
autores303~ 304 describen un surgimiento preocupante de bacterias resistentes a tobramicina,
así como falta de un control adecuado de las infecciones debidas a organismos gram
positivos (especialmente algunas cepas de £ pneumoniae y Strepbococcus del grupo D) y
gram negativos (Neisseria y Bacteroides).
Escogimos ofloxacino por ser un antimicrobiano perteneciente a una familia de
quimioterápicos cuyo uso en el campo de las infecciones oculares aún no se ha
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generalizado.
Tiamfenicol se eligió por su actividad frente a Streptococcus pneumon¡ae
superponible a la de cloranfenicol, pero con una tasa comparativa de toxicidad a nivel
medular menor y tampoco comercializado aún en este campo.
Y se comparó su actividad con la de otros antimicrobianos de uso más difUndido
como rifampicina, gentamicina y tobramicina cuya eficacia ha sido ampliamente demostrada
en las infecciones oculares externas’~- 158, 247
1.3.- MODELO IN lITRO: EVALUACIÓN DEL EPA
1.3.1.-Justificación del método
El método para eliminar el antimicrobiano del medio una vez que ha terminado el
tiempo de exposición puede tener una gran incidencia sobre los resultados209.
La técnica más empleada es la de centrifugación y lavados repetidos, la cual se
realiza sometiendo a los caldos de cultivo a centrifUgación a 1200 g durante 5-10 minutos,
retirando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet de las bacterias en medio fresco libre
de fármaco’82’ 214, 2*8, 219 22!, 227-229 Todos los investigadores han usado al menos dos
lavados para asegurar la eliminación total de los antimicrobianos. Con eliminación del 90%
del sobrenadante, dos lavados reducen la concentración de antibiótico unas ¡00
veces182’ 218, 219 Con decantación completa del sobrenadante, dos lavados pueden reducir
las concentraciones cerca de 10.000 veces221.
El lavado per se es aplicable a todos los antimicrobianos, pero su procedimiento
requiere al menos 30 minutos y además, puede causar una reducción temporal en la tasa de
crecimiento bacteriano’74, y ello se ha atribuido a diferentes factores como son la
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disminución de la temperatura durante la centrifugación, los efectos mecánicos y osmóticos
de la centrifligación sobre las bacterias y la disminución en el acceso de las bacterias a los
nutrientes del medio pudiéndose romper la adherencia con lo que el antimicrobiano se
eliminaría más fácilmente de la bacteria disminuyendo su efecto. Pero aunque todo ello
sucede de forma similar en los cultivos control no tratados, hemos de tener presente que las
bacterias tratadas son más frágiles y por tanto, mucho más sensibles a los deterioros
mecánicos, y esto se ha visto especialmente en organismos gram negativos, y más
concretamente en P. aerugmnosa’8’.
Un método más rápido y simple para eliminar el antibiótico -casi exclusivo de los
antibióticos betalactámicos- es la inactivación química del mismo. La adición de
betalactamasa a los cultivos expuestos inactiva rápidamente a penicilinas y
cefalosporinas’75’ 178, 188, 189, 217, 236. 240, 246 Sin embargo, otras clases de antimicrobianos no
pueden ser tan fácilmente inactivados. Así, el polvo de celulosa-fosñto que se une e
¡nactiva a los aminoglucósidos, requiere un paso de centrifugación para separarlo de los
m¡croorganismos20t.
La dilución como método simple para la eliminación rápida del antimicrobiano
consiste en añadir un pequeño volumen del cultivo expuesto al antibiótico a un gran
volumen de medio fresco libre del mismo’82’ 198, 252, El grado de la dilución debe ser lo
suficientemente alto para que la concentración del antibiótico en el cultivo diluido no logre
afectar al crecimiento normal de los organismos control. Con concentraciones cercanas a Ja
CMI, una dilución de 10.2 es suficiente. Concentraciones más altas requieren diluciones de
l0-~ ó 1O~ 182 Se necesitan inóculos de salida altos, al menos de 1O5~lO6 UFC/rnl ya que
los organismos se diluyen en la misma extensión que el antimicrobiano.
Este método puede aplicarse a todos los antimicrobianos, pero debe tenerse especial
cuidado cuando se utilice con antibióticos con acción bactericida rápida, ya que la dilución
puede reducir el número de microorganismos por debajo del rango detectable de forma más
fácil que el lavado repetido’81.
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La técnica de la membrana de agar de Lorian implica la exposición de los
microorganismos sobre un filtro de membrana al antimicrobiano difUndiendo a la superficie
del agar. El fármaco se elimina por transferencia repetida desde los filtros a las placas de
agar libres de antibiótico y al igual que con la dilución, el EPA obtenido es siempre mayor,
ya que parte del antimicrobiano puede quedar en el medio o adherido a las bacterias, no
siendo eliminado por completo4’305.
La ventaja potencial de este método que puede aplicarse a todos los
antimicrobianos es que los organismos se ven menos afectados por la presión osmótica y
otros efectos mecánicos de los medios líquidos. Sin embargo, es técnicamente más
complicado que la dilución o la inactivación química y consume más tiempo que el modelo
en medio liquido’81 3O6~
Por todo lo expuesto y con la experiencia recogida de los trabajos de Bundtzen y
Craig’81 182 que concluyen en no variación en los tiempos de EPA en más de un 30%
utilizando los 3 primeros métodos aquí comentados sobre diversos microorganismos
(£ pneumon¡ae y £ aureus entre otros), escogimos la dilución en medio fresco como
método para la eliminación del antimicrobiano por adecuarse a nuestras posibilidades de
trabajo al ser:
1) rápida,
2) sencilla y de fácil realización,
3) no producir alteraciones fisiológicas celulares,
4) comparable con los resultados obtenidos por otros autores4~ 181. 307, 308, y
5) aplicable a todas las combinaciones de antimicrobiano/microorganismo.
1.3.2.-.Cuantificación del EPA
La fiabilidad del EPA está determinada por la técnica utilizada para cuantificar la
cinética de crecimiento microbiológico tras la eliminación del fármaco. Las variaciones en
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el EPA entre los diferentes métodos podrían estar relacionadas con la sensibilidad y la
reproductibilidad del procedimiento a la hora de cuantificar exactamente dicho crecimiento.
Generalmente todos los métodos se contrastan con la técnica de recuento de
células viables descrita por Bundtzen’82 que es la más utilizada para medir el EPA. No
obstante este método tiene dos inconvenientes que pueden inducir a error: las diluciones
seriadas y el hecho de asumir que una colonia representa a una sola bacteria.
Los primeros investigadores cuantificaron el EPA por estimación del periodo de
tiempo del crecimiento estacionario’75’ 177, 242 Sin embargo, las curvas de crecimiento tras
la eliminación del fármaco no reflejan siempre un periodo llano estacionario seguido de un
crecimiento logarítmico agudo. A menudo, se observa un íncremento gradual en el
recuento viable hasta que se alcanza un crecimiento normal. Otras veces, puede encontrarse
una disminución en el número de organismos antes de que el crecimiento se haga
estacionario. Algunas de estas diferencias pueden simplemente reflejar errores o variación
en la dilución, en la realización del recuento. Sin embargo, Wilson y Rolinson’80
demostraron que células bacterianas individuales en el interior del cultivo podían presentar
un periodo variable de supresión en el crecimiento. Observaciones con £ aureus con
microscopio de contraste de fase encontraron que la inhibición del crecimiento de una
bacteria individual variaba de 20 minutos a 3 horas tras inactivación con penicilasa. Así el
modelo de crecimiento para el cultivo entero, aparentemente representaría el efecto medio
sobre los organismos individuales.
Por otro lado, se han atribuido posibles subestimaciones en el EPA al asumir que
hay una correspondencia entre una bacteria y una UFC. Los organismos gram ne2ativos
tienden a filamentarse después de exponerse a los antibióticos betalactámicos con lo que se
tomada un filamento (de 2 a 20 células) como una IJFC. Cuando las bacterias tratadas se
pasan a un medio sin antibiótico en la hora cero del experimento, los filamentos se dividen
en células independientes y estaríamos ante un error porque iniciamos el recuento a partir
de un número inferior al que existe y, con el tiempo, se crearía un crecimiento virtual
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rápido en los cultivos pretratados en relación con el control, justamente por la división del
filamento, lo que daría un falso EPA negativo. Esto podría justificar que sólo se obtenga
EPA en bacilos gram negativos cuando trabajamos a concentraciones muy altas de
betalactámicost81~ 184
Por otra parte, con or2anismos ~rampositivos en el recuento en placa puede
estimarse un menor efecto letal, debido a que los cocos tratados pueden adherirse unos a
otros con mayor facilidad que los no tratados y de esta manera, en la curva de letalidad la
cuantificación del número de UFC disminuiría tanto por la acción bactericida del
antimicrobiano como por el aumento en su agregación y partiríamos igualmente de un
número inferior de UFC en el tiempo cero del EPA. Del mismo modo, puede ser que los
organismos sean viables pero incapaces de formar colonias en medio sólido, con lo que
también estaríamos midiendo menos bacterias viables de las que en realidad hay309.
Para evitar estos problemas y proporcionar un método estandarizado que permitiera
comparar las diferentes metodologías y los experimentos similares realizados en distintos
días, Bundtzen’82 desarrolló la ecuación descrita en el apartado de materiales y métodos
para cuantificar el EPA. La ruán para elegir un incremento de 1 logaritmo de base 10 en
las UIFC/mI es que más allá de este nivel, la tasa de crecimiento de los organismos
previamente expuestos es idéntica a la de los controles no tratados8. Así que lo que
realmente medimos es el tiempo para alcanzar un crecimiento logarítmico normal.
A pesar de estos inconvenientes, el recuento de UFC es valioso por su relativa
facilidad, rapidez, economía y uso extendido, lo que permite comparar resultados’81.
Además, este mismo método de cuantificación se ha usado para la técnica de filtro de
membrana y, con él, los estudios comparando métodos de eliminación rápida del antibiótico
han dado de forma consistente EPA que no varian en más de un 3Q%íSí, 182
También se han usado otros métodos de recuento para medir la cinética de
crecimiento microbiológico y cuantificar el EPA.
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Utilizando la densidad óptica con espectrofotómetro se cuantifica el EPA como la
diferencia en el tiempo que tarda en reducir un 5% la transmisión de la luz entre los cultivos
expuestos al antimicrobiano y los cultivos control. Shah y cols.204 en 1978, midieron con
este método el EPA de penicilina sobre bacterias gram positivas y gram negativas después
de la adición de penicilasa, aunque, no compararon sus resultados con recuentos.
Posteriormente, Bergan y cols.21’ no encontraron diferencias entre los resultados obtenidos
usando densidad óptica y recuento de IJFC para cloranfenicol y tetraciclina frente a E. coY
y para oxitetraciclina y flucioxacilina frente a 5. aureus.
Tampoco Rescott203 en 1988, y Meng310 en 1991 encontraron variaciones
significativas en el valor del EPA así medido y el de recuento de UFC para E. cok expuesta
a ampicilina, tobrarnicina, rifampicina y ciprofloxacino.
Sin embargo, con betalactámicos y aminoglucósidos sobre bacilos gram negativos
se han observado discrepancias significativas obteniendo con técnicas ópticas valores de
EPA mucho más largos que con el recuento de UFC 184, y ello se ha atribuido a una
aparente reducción de la transmisión óptica producida por los filamentos309, lo cual también
ha sido informado por Craig y Gudmundsson’81.
Este método, que tiene la ventaja de poder realizar varios ensayos en el mismo día,
ya que precisa poco tiempo y material en su realización y cuyo resultado se puede leer en el
mismo día, tiene la limitación de que es incapaz de medir concentraciones por debajo de
1o4~106 UFC/mJ lo cual podría originar sobrestimación de los resultados debidos a un
aparente letargo en el crecimiento.
El método de cambios en la morfología descrito por Lorian’99 determina el EPA a
partir de la observación directa de la alteración de la morfología bacteriana producida por
los antimicrobianos, así como en la variación de la actividad enzimática. Las alteraciones
morfológicas no son uniformes en cada organismo, pero se correlacionan bien con la
duración del EPA determinado por recuento. Su uso queda relegado a aquellos
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antimicrobianos capaces de producir una alteración en la morfología bacteriana y así se ha
observado engrosamiento de la pared celular en la combinación rifampicinal£ aureus,
cambios mínimos con gentamicina./S. aureus y agregados electrodensos intracelulares con
tobramicinalP. aeruginosa31t. Con betalactámicos la correlación ha sido menor, habiéndose
encontrado EPA más prolongados que con el recuento en placa’84.
En el método de los cambios en la conductancia eléctrica del medio de
cultivo5’ 184 descrito por Gould205 y Baquero’93, el analizador del crecimiento bacteriano
mide el retraso en la iniciación del crecimiento exponencial de la población por el tiempo de
generación del microorganismo. Este método disminuye el tiempo de experimentación,
pero necesita todo un equipo de precisión y además no es capaz de detectar crecimientos
bacterianos por debajo de 10~ UIFC/mI y aunque existe una buena correlación con el
método de recuentos viables, el EPA cuantificado es ligeramente mayor.
El método de la bioluniiniscencia del ATP intracelular200-202 asume que el
contenido de ATP en las bacterias es relativamente constante, estableciéndose una
correlación entre viabilidad celular y ATP intracelular. Es un método rápido, sensible y muy
útil para determinar y cuantificar el EPA en los antimicrobianos que producen una elevada
mortalidad.
La correlación de esta técnica con el recuento es en cierto modo controvertida en la
literatura, autores como Hanberger3t2 ~ encuentran buena correlación de este método con
el recuento y la densidad óptica para daptomicina y vancomicina frente a gram positivos,
sin embargo, para gram negativos expuestos a betalactámicos observan un EPA negativo
en contraste con el método de recuento314’315
La mayoría de los autores obtienen EPA mayores que con el recuento de U?FC.
Odenholt316, ensayando con imipenem frente a P. aerug¡nosa, obtiene EPA de 3 a 5 h con
bioluminiscencia del ATP y de 1 a 2 h con el recuento. También Mattie200 con ampicilina
frente a E. cok obtiene mayor EPA con este método, mostrando el recuento un
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recrecimiento casi inmediato al añadir la penicilasa, el contenido de ATP queda suprimido
por varias horas’8’. Estas diferencias pueden deberse a la posibilidad de que el ATP de
algunas células muertas no lisadas sea estimado como ATP de células supervivientes, lo
que resultaría en una falsa elevación del ATP.
Una técnica adicional es la medición de la radioactividad que produce la adición de
3H-timidina a las proteínas y ADN de las bacterias viables mediante un contador de
centelleo. Gottfredsson y cols.207’ 208 observaron que la exposición de 5. aureus durante 1
hora a CMI y 16 CMI de ciprofloxacino incrementaba la tasa de síntesis de ADN por
organismo de forma progresiva hasta un valor de 1’5 horas tras quitar el antimicrobiano.
La máxima incorporación de 3H-timidina se relacionó directamente con la duración del
EPA. La importancia fisiológica del incremento de la síntesis de ADN se desconoce, pero
el incremento de la actividad metabólica coincidente con un incremento en la duración del
EPA sugiere un mecanismo común.
La ventaja de esta técnica sobre la anterior es que las bacterias muertas no lisadas
no pueden incorporar timidina tritiada y ello permite medir el EPA de manera muy acorde
con los valores obtenidos en el recuento de UFC, pero su uso no parece rentable.
En la medición por espectrofotometría del CO
2 producido en el medio de cultivo
en los procesos de fermentación bacteriana en los viales de crecimiento descrita por
Gottftedsson
206, ¡os valores del EPA medidos son muy similares a los obtenidos con
método de recuento de células viables. Es una técnica muy sensible y reduce el tiempo de
experimentación a 3 horas, pero requiere un material que no esta disponible en muchos
laboratorios.
Realmente lo que interesa es conocer si existe un cambio en la cinética de
crecimiento de las bacterias tratadas respecto del control y si ese cambio está dentro de un
rango significativo para modificar la dosificación310. Y estos estudios sugieren que el
recuento, que es un método aplicable a todas las combinaciones de
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antibiótico/microorganismo y que es fácilmente asequible a cualquier laboratorio por su
bajo coste y realización, es también un método seguro para la medición de las cinéticas de
crecimiento, como lo demuestra su amplia utilización.
1.3.3.- Influencia de la concentración de antimicrobiano
La mayoría de los autores8~ ‘~ 182, 204 242 sólo encuentran EPA cuando ensayan a
concentraciones mayores ó iguales a la CMI, y observan que incrementos en la
concentración prolongan el EPA a un punto de máxima respuesta por encima del cual no se
observa un aumento significativo del EPA, que para la mayoría de las combinaciones de
antibiótico/microorganismo que realmente tienen EPA, se halla a 6-10 CM1180- 181
Zhanel y colsÁ’7 han sugerido utilizar concentraciones subCMI, ya que los
antibióticos que son bactericidas a concentraciones iguales o un poco por encima de la CMI
(betalactámicos, aminoglucósidos y quinolonas) eliminarán una gran parte de las bacterias
cuando se expongan a la acción del antimicrobiano y, en estos casos, el EPA podría
representar la recuperación de los miembros de la población bacteriana más resistentes.
Eagle242 fUe el primer investigador que examinó el efecto de la concentración del
antimicrobiano sobre el EPA. Sus estudios con penicilina G sobre cocos ~ram positivos
demostraron que la duración del EPA aumentaba con incrementos de las concentraciones
hasta un tiempo de máximo EPA a la concentración de penicilina más rápidamente
bactericida para el microorganismo, e incrementos en la concentración -incluso 10.000-
sobre ese nivel no prolongaban significativamente la duración del EPA. Wilson y
Rolinson’80 tampoco encontraron prolongación del EPA de penicilina O y ampicilina sobre
£ aureus expuesto a concentraciones de 10 a 100 CMI.
Posteriormente, Craig y Gudmundsson’8’ con eritromicina, penicilina O y
trimetoprim encontraron una progresiva prolongación del EPA de una cepa estándar de
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£ aureus, hasta un punto de máximo EPA a concentraciones de 6 a 10 CMI. Sin embargo,
no observaron una duración máxima del EPA con rifampicina incluso a concentraciones
mayores a 200 CMII.
En cuanto a los bacilos 2ranl negativos, se han encontrado comportamientos
diferentes en dependencia de la clase de antibiótico. Así, Craig y Gudmundsson224, con
inhibidores de la síntesis de proteínas y del ARN, observaron EPA de 12 a 42 horas con
1 hora de exposición a 4 CMI, sobre cepas estándar de E. coY y P. aerug¡nosa. Sin
embargo, fue necesario prolongar la exposición y aumentar las concentraciones hasta
8-16 CMI para inducir EPA cortos con trimetoprim, ampicilina y cefamandol; e igual
ocurrió con cloranfenicol, rifampicina y tetraciclina4. Con tobramicina no se pudo
determinar un efecto máximo debido a la rápida y completa mortalidad de los
microorganismos a altas concentraciones’81.
También los antibióticos betalactámicos son capaces de producir un EPA con
bacilos gram negativos, pero solamente a concentraciones altas4’ 187, 219, 318 Así, se
necesitan concentraciones de 10 CMI de ampicilina para producir EPA significativo con
JI. ¡nfluenzae. Con fluorquinolonas, Fuursted3’9 demosfró que el EPA de ciprofloxacino
sobre P. aerugmnosa aumentaba al incrementarse la concentración de antimicrobiano hasta
10 CMI, a partir de la cual ya no se producía un aumento en la duración del EPA.
En general, deberían escogerse aquellas concentraciones que se alcanzan realmente
en suero, tejidos o líquidos orgánicos después de una dosis habitual de antibiótico, y así
aproximar más fácilmente los resultados in vhro a la situación in vivo. Nosotros elegimos
concentraciones iguales a la CMI y 10 CMII con la idea de identificar la existencia de EPA
significativo a CMI y si éste era máximo a 10 CMI, así como elaborar una escala de
actividad comparada sobre organismos gram positivos y gram negativos con los
antibióticos elegidos.
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1.3.4.- El tiempo de exposición del microorganismo al antibiótico
Entre los efectos de la duración de la exposición sobre organismos gram positivos
,
Eagle y cols.’77’ 178 observaron un EPA máximo de penicilina O sobre cocos después de 2-4
horas de exposición; sin embargo, algunas cepas mostraron incrementos del EPA después
de 24 horas de exposición. También con ampicilina y eritromicina se ha descrito EPA más
largo al incrementar la duración de la exposición por encima de 4 horas sobre
£ pneumonhae y £aureus309.
Los estudios sobre los efectos de la duración de la exposición sobre el EPA con
bacilos aram-neaativos son mucho más limitados. Craig y Gudmundsson224, con 1 hora de
exposición a concentraciones 4 CMI con inhibidores de la síntesis de proteínas y de ARN
observaron EPA de 12 a 42 horas sobre cepas estándar de E. cok y P. aerugínosa Con
ciprofloxacino, Fuursted y cols.319 observaron una prolongación del EPA sobre
Pseudomonas aeruginosa al aumentar el tiempo de exposición hasta un máximo de 1 a 2
horas de contacto. A partir de ese tiempo, ya no se incrementaba el EPA, aunque se
prolongase la exposición.
Con betalactámicos (ampicilina y cefamandol), trimetoprim, cloranfenicol,
tetraciclinas y rifampicina se ha visto que incrementos en los tiempos de exposición junto a
concentraciones de antibiótico más elevadas (8-16 veces la CMI) pueden inducir EPA
sobre bacilos gram negativos. Y así, con ampicilina y otros betalactámicos sobre E. cok,
Shah y cols.204~320’32’ han observado una prolongación progresiva del EPA de 0,5 a 8 horas
al aumentar los tiempos de exposición de 05 a 3 horas.
Por otro lado, Craig y Gudmundsson’8’ estudiaron el efecto de la duración de la
exposición de rifampicina sobre E. cok con 4 concentraciones diferentes y obtuvieron una
serie de curvas relativamente paralelas que les llevó a decir que la duración de la exposición
y la concentración tienen igual efecto sobre el EPA y que doblando la concentración se
obtiene aproximadamente el mismo efecto que doblando la duración de la exposicion.
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En general, la mayoría de los estudios se hacen con tiempos de exposición que
oscilan entre 05 y 2 horas, pero todos los autores coinciden en que una prolongación del
tiempo de exposición del microorganismo al antimicrobiano produce un aumento en la
duración del EPA4’ 8,173, 182, ¡87, 204, 209, 242 Y al igual que ocurre con la concentración, el
EPA aumenta con el tiempo de exposición al antibiótico hasta un punto de máxima
respuesta, a partir del cual ya no se produce un mayor aumento del mismo.
Sin embargo, un EPA máximo es dificil de determinar con algunos antimicrobianos
que por su rápida acción bactericida -más a concentraciones elevadas o con exposiciones
largas- nos originarían una disminución significativa del inóculo con la consiguiente
sobreestimación del EPA. Así, en nuestro caso, un tiempo de exposición de 1 hora fue
excesivo para la combinación de £ epídermídís a 10 CMI de gentaniicina y tobramicina e
incluso a 5 CMI de tobramicina, lo cual nos llevó -atendiendo a la experiencia de otros
autores’81- a reducir a la mitad la concentración del antibiótico en algunos casos.
1 .3.5. - Influencia de la concentración del inóculo
Una de las variables más importantes en el estudio de la actividad de un antibiótico
es la concentración del inóculo, que para la CMI/CMIB se trata de estandarizar en
10~ UFC/mI 277,321 Sin embargo, este apunte de estandarización es inexistente en el EPA, y
así, el rango del inóculo varia según los autoreslSl. 182, 193.495, 225
La influencia de la concentración del inóculo en la actividad bactericida de un
antimicrobiano va a depender por un lado del antibiótico (características fisico-quimicas,
mecanismo de acción, farmacocinética, etc.) y por otro de la bacteria a la que se enftenta
(tipo y cepa, fase de crecimiento y tiempo de generación de la misma).
Por efecto inóculo entendemos la existencia de una cooperación bacteriana que con
frecuencia limita la acción del antibiótico. De esta manera, la actividad letal de un
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antimicrobiano es inversamente proporcional a ¡a densidad de la población bacteriana. Se
ha descrito con penicilinas, cefalosporinas de 1, 2S y Y generación, imipenem y
monobactam para bacilos gram negativos -especialmente Enterobacteriaceae y
Pseudomonas- y para 5. aureus322-324, y es posible que tenga trascendencia in vivo, incluso
con mayor frecuencia de lo que hasta ahora se conoce.
No se sabe muy bien su porqué, en el caso de los betalactáinicos que pueden ser
inactivados por la producción de betalactamasas bacterianas, un aumento del inóculo puede
llegar a anular el EPA debido a la neutralización del antimicrobiano por las enzimas. Otros
autores309- 325 señalan la existencia de una variante resistente ocasional que emergería de un
inóculo grande al suprimirse la población sensible con e! antibiótico324. Por último, otra
explicación que se ha sugerido ha sido la existencia de sustancias inhibidoras en el medio,
que no interfieren en las pruebas de sensibilidad, pero que pueden neutralizar al
antimicrobiano como las sulfamidas cuando un inóculo alto aporta concentraciones
importantes de inhibidores como el ácido paraaminobenzoico (PARA)327.
Varios autores como McDonald y cols.8 y Eagle y Musselman242 han encontrado
una disminución ligera del EPA de £ aureus frente a penicilina O y eritromicina asociado a
un incremento en el inóculo. En los ensayos con Enterobacteriaceae utilizando imipenem
se han observado reducciones importantes del EPA con inóculos de 10~ UFC/ml frente a
los obtenidos con I0~ UFC/mP28 y sobre P. aeruginosa con inóculos de 10~ se ha
encontrado disminución de la acción bactericida y anulación del EPA que es recuperable
con la aireación de los cultivos, lo cual parece indicar que se produce dificultad en la
penetración del antimicrobiano en los sitios diana, como consecuencia de una baja tensión
de oxigeno329.
En cuanto a los inhibidores de la DNA-girasa bacteriana, en algunos trabajos con
ofloxacino y ciprotioxacino se han observado modificaciones de la CMI de £ aureus y
E. cok en un pequeño grado por el efecto de un inóculo elevado, siendo estos valores de la
CMI directamente proporcionales al tamaño del inóculo. Parece ser que este hecho es
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común para algunas fluorquinolonas, sobre todo si se las compara con el ac. nalidíxico. Y
así, algunos autores7’- 76, 330 han encontrado un leve efedo inóculo con ofloxacino. Y ello
podría explicarse por la disminución de la tensión parcial de oxigeno, que originaría una
acción bacteriostática de las 4-quinolonas63 331~
Nosotros hemos utilizado inóculos de 1Oó~lO7 UFC/mJ por ser estas
concentraciones las máximas alcanzadas en la córnea tras la inoculación de bacterias en los
modelos in vivo en animales de experimentación que simulan la infección en
humanos’67 256, 257, 296-298 y también para evitar que dada la actividad bactericida de los
aminoglucósidos y quinolonas sobre todo a altas concentraciones nos quedásemos sin
inóculo de partida tras la eliminación por dilución del antimicrobiano y no poder así validar
la existencia del EPA.
1.3.6.- Fase de crecimiento de los microornnisnlos
Los estudios experimentales de UC señalan que tras la inoculación de las bacterias
en el estroma comeal del animal, éstas alcanzan un crecimiento logarítmico que coincide
con el tiempo en que se desarrolla la infección corneal, seguido de una fase de crecimiento
estacionario y posterior declive del mismo a partir de las 24-72 horas68-256-257’ 296-298
La mayoría de los estudios de EPA se han realizado con organismos en fase de
crecimiento logarítmico y ello nos va a permitir en nuestro caso, la valoración de la
actividad del antibiótico en un momento de multiplicación bacteriana durante un período de
tiempo corto (6-8 horas), que se corresponde en la mayor parte de los estudios
experimentales con el tiempo de generación de la infección corneal. Por otro lado, el que la
mayoría de los estudios se hayan realizado en esta fase de crecimiento bacteriano permite
establecer comparaciones entre los resultados.
Sin embargo, existe controversia en los tiempos de EPA según que se realicen en
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una u otra fase de crecimiento bacteriano, y así, mientras Craig y Gudmundsson224 con
penicilina 01£ aureus y Gerber213, Kirby y Craig332 con gentamicina]P. aerugmnosa
muestran duraciones similares del EPA independientes de la fase de crecimiento
Tuomanem333 si encuentra diferencias con otras combinaciones de
antimicrobiano/microorganismo.
1.3.7.- Agitación mecánica
Hay estudios contradictorios acerca de si los cultivos estacionarios o en agitación
presentan un EPA distinto237- ~ La mayoría de los investigadores no informan sobre la
utilización de agitación mecánica de los cultivos durante la exposición al antimícrobiano.
Craig y Gudmundsson’8’ realizan sus estudios con agitación continua. Wilson y Rolinson’80
no encontraron diferencias significativas en la duración del EPA de penicilina O sobre
5. aureus bajo condiciones estacionarias o en un baño de agitación continua. Sin embargo,
Lee y cols.335 observaron que la agitación mecánica acortaba el EPA de ampicilina frente a
E. cali, y así, de un EPA de 14 horas en fase estacionaria se pasaba a 06 horas, incluso
EPA negativo, con la agitación continua.
Nuestros ensayos se hicieron en agitación continua, pero creemos que deberían
realizarse estudios más extensos sobre este aspecto del EPA.
1.38.- Influencia del medio de cultivo
Los medios de cultivo constituyen un factor importante en la presencia y/o duración
del EPA. Se han descrito diferentes tiempos de EPA según el caldo utilizado. Sin embargo,
esta influencia ha sido poco estudiada. Así todos aquellos componentes que produzcan un
cambio en el pH, en la concentración de cationes, sales minerales o proteínas afectarán a la
actividad bactericida de los antimicrobianos y por tanto al EPA309.
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Los cambios en la presión osmótica de los medios nutritivos van a condicionar que
las bacterias tratadas sean más fácilmente lisadas en medios hiper/hipotónicos y ello puede
alterar el EPA. Así, los esferoplastos que elaboran su pared antes de dividirse mueren si la
presión osmótica es inadecuada y por tanto su EPA puede ser sobreestimado, mientras que
las bacterias viables que tienen su pared intacta pueden dividirse antes y por tanto su EPA
ser mas corto.
Varios estudios con betalactámicos han puesto de manifiesto que el EPA inducido
sobre cepas de 5. aureus es mayor cuando se utiliza caldo Trypticase Soy (TSR) como
medio de cultivo que cuando se utiliza caldo Múclíer Hinton224- 320 Por otro lado, Wilson y
Rolinson’80 no observaron diferencias en la duración del EPA de £ aureus expuesto a
penicilina Gen caldo de Múeller-Hinton ó en Brain Heart Broth (RIlE)’92’ 245
Koch y Burchall336 observaron que el trimetoprím sólo producía EPA si la
concentración de timidina -que inhibe la acción del trimetoprím- en el medio de cultivo era
baja. Y así con TSR rico en timidina se encontró poco EPA sobre £ aureus y sin embargo,
con MI-IB se obtuvo un EPA de aproximadamente 2 horas. La eliminación del exceso de
timidina por la adición de timidin fosforilasa al TSB originé un EPA de 2’4 horas y
solamente produjo un ligero incremento del EPA a 22 horas en MEIR.
Zhanel y cols.33’ describen la influencia del LCR como medio de cultivo en la
prolongación del EPA y en un estudio con E. cok expuesto durante 2 horas a 2 CMI de
cefotaxima, cíprofloxacino y gentamicina en MHB y LCR encontraron un aumento del
EPA en LCR. Sin embargo, la reducción del crecimiento de las bacterias fue similar en
ambos caldos.
También se ha visto que el suero humano añadido a los medios de cultivo influye
en la duración del EPA’73- 211 Así mientras que la lisozima favorece el efecto bactericida’79,
la unión de las proteínas a los antibióticos disminuye su acción y por tanto reduce el EPA.
Bundtzen y cols.’82 observaron que el suero aumentaba la CMI de rifampicina y tetraciclina
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sobre E. cok en la misma medida en que el EPA disminuia, y que cuando se comparaba con
múltiplos similares de la CMI, la duración del EPA, en suero y en caldo, era superponible.
Sobre fluorquinolonas, Davidson y Zhanel338 han visto que el suero humano normal
aumentaba el EPA sobre 5. aureus, y también encontraron resultados similares con
gentamicina y cefalexina; en cualquier caso, el suero aumentó la CMII de las
fluorquinolonas.
Aunque cualquier caldo podría usarse para la mayoría de los organismos, Craig y
Gudmundsson’8’ recomiendan MHB y TSR para Staphylococcus, Enterobacter¡aceae y
Pseudomonas, y caldo de Scchaedler para Streptococcus. Nuestros estudios se hicieron con
MIHB por homogeneizar las condiciones de trabajo al ser el medio reconocido
internacionalmente339, siendo suplementado con sangre desfibrinada de camero al 5% para
el manejo del 5. pneumoniae debido a sus condiciones especiales de crecimiento.
1.3.9.- Influencia del aH
La actividad bactericida y el EPA de los antibióticos se encuentran estrechamente
relacionadas y muchos de los factores que modifican o alteran la actividad antibacteriana
modifican también la presencia y la duración del EPA. El pH es una de las variables que
más influye en la actividad de los antimicrobianos y, como ya se ha visto en diversos
trabajos, va a repercutir también en el EPA309.
Quizá el efecto del pH se deba a los distintos grados de ionización de los
antimicrobianos en el medio ambiente celular, lo cual afectaría a su penetración y fijación en
la célula bacteriana. Nosotros elegimos un pH fisiológico 72 ±02 para todos nuestros
ensayos por la posibilidad de comparar con otros autores340.
Sin embargo, casi todos los estudios de EPA se realizan a pH fisiológico sin
considerar que en la mayoría de los procesos infecciosos el pH es más ácido y que, por
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ejemplo, ello reducirá la actividad bactericida de aminoglucósidos y
fiuorquinolonas209’ 228. 235, 34!, 342, aumentando los valores de sus CMII, mientras que los
betalactámicos se ven menos afectados309. Con agentes antifUngicos y levaduras, Craig y
Gudmundsson’8’ encontraron EPA más largos a pH ácido (53) que a pH neutro (7).
Craig y Vogelman’, con aminoglucósidos y quinolonas, observaron un efecto
negativo sobre el EPA al utilizar pH ácido, y ello se atribuyó al cambio de la carga eléctrica
neta en la molécula de estos antibióticos en condiciones de acidez, de modo que se
modifica su penetración en la célula bacteriana por una bajada en el potencial eléctrico
transmembranal343’ ~“, por lo que la CMI aumenta y el EPA se reduce. También
Gudmundsson2” observó un efecto supresor en la actividad de los aminoglucósidos y
fluorquinolonas sobre E. cok y P. aeruginosa, con CMI más altas, disminución de la tasa
bactericida y EPA más cortos.
Solo las 4-quinolonas que poseen un anillo de piperazina en el C7 del núcleo
quinolónico, como ciprofloxacino, norfioxacino y ofloxacino tienden a estar protonadas a
pH 5’5, mientras que las que no poseen este sustituyente tienden a ser neutrales y por tanto,
no ven modificada su entrada a la célula ni, por tanto, su actuación. Y así el EPA de
ciprofloxacino frente a P. aeruginosa, E. colí y S. aureus no se altera al reducir el pH de
7’9 a 72 mientras que a pH 55 se hace nulo209- fl5~ 316 De la misma forma, el EPA de
netilmicina sobre £ aureus y E. cok se reduce drásticamente de 6 horas en los pH alcalinos
a 04 horas en el pH ácido238.
Por otro lado, Kumada34’ y Pérez Giraldo346 observan un descenso en la actividad
de ofloxacino sobre E. cali en MHB a pH 55, pero son de la opinión -junto a Reeves347 y
otros autores que han estudiado el efecto del pH sobre la actividad de las
4-quinolonas348~ ~“~- de que este hecho, que es importante para concentraciones cercanas a
la CMII, es poco significativo cuando se utilizan concentraciones elevadas en terapéutica.
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14- MODELO IN VIVO
La evaluación farmacológica en el hombre está limitada por consideraciones
técnicas, legales y éticas y la elección de los fármacos debe basarse en parte sobre su
evaluación farmacológica en los animales350.
Las infecciones bacterianas en animales como modelo de enfermedad humana son
útiles en la investigación de un nuevo antibiótico para establecer una correlación entre los
resultados obtenidos in vífro y las concentraciones de antimicrobiano que protegen al
animal, y su efectividad en las distintas situaciones clínicas y localizaciones orgánicas351.
Quizás el problema más dificil sea la licencia que se establece para las diferencias en
el manejo del fármaco entre el animal y el hombre. Por ello, es necesario tener cierto
conocimiento acerca de la farmacología comparada para decidir en qué medida las
cualidades de un agente estudiado en animales pueden ser extrapoladas razonablemente al
ser humano352, y elegir un modelo animal determinado para cada caso353~ ~ cuyo valor va
a depender directamente de la fidelidad de su parecido en la patogénesis, curso y resolución
con la correspondiente infección humana.
Así, un efecto protector indica que el antibiótico alcanza el lugar de la infección y
actúa en el medio ambiente especial de la lesión, información que no se consigue por
ningún método ¡ti vítro. Lo más importante es que su capacidad para responder al
tratamiento apropiado, después de que la lesión se haya establecido y su curso natural haya
comenzado a desarrollarse, sea muy similar a como la infección en humanos debe responder
al tratamiento, y que el efecto sobre el animal sea realmente medible y reproducible en
límites imparcialmente estrechos352.
Además, los modelos experimentales permiten valorar diversas pautas de
tratamiento con seguimiento microbiológico y anatomopatológico.
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14.1.- Elección del conejo como modelo elDerimental
Un número de consideraciones anatomo-fisiológicas entran en la elección de las
especies para los experimentos animales. Así, en nuestro caso, la elección del conejo se vió
respaldada por las siguientes:
Los primates, aunque han probado ser un buen modelo experimental en UC, son
caros, dificiles de obtener, y presentan cierta dificultad de manejo para trabajar con ellos250.
Las cobayas tienen una córnea proporcionalmente más larga a otras especies y
aproximadamente la mitad de su espesor está constituida por epitelio, lo cual podria afectar
de forma adversa a la penetración y distribución de los fármacos en la córnea, dependiendo
de sus propiedades lipo e hidrofilicas y de la vía de administración250.
El conejo ha probado ser un modelo experimental válido en el cual evaluar la
quimioterapia de las infecciones oculares bacterianas333’361. Además, son fáciles de obtener
y su manejo y mantenimiento no plantean grandes complicaciones.
No obstante, aunque existen diferencias en el comportamiento farmacocinético de
los antibióticos entre el ojo del conejo y el humano, las similitudes lo hacen razonable para
aplicar la información obtenida de una especie a otra, siempre que tengamos en cuenta las
variables anatómicas y fisiológicas existentes entre ambos’07- 362
Así, debido a que el conejo parpadea poco, los fármacos administrados tópicamente
no están redistribuyéndose de forma continua en la película lagrimal precomeal y ello puede
disminuir su penetración corneal.
Además, el mayor volumen de humor vítreo en el ojo humano adulto que en el del
conejo (aproximadamente cinco veces mayor)250, la mayor vascularización de la órbita del
conejo y menor de la retina con respecto al humano, y el hecho de que la relación entre el
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tamaño del ojo respecto al cuerpo sea mayor en el humano, van a influir en el
comportamiento cinético de los antibióticos aplicados en inyección periocular. En
consecuencia, las inyecciones perioculares consiguen niveles de antibiótico en sangre
substancialmente mas altas en conejos que las originadas por dosis comparables en
humanos. Y las dosis a administrar deberán ser concordantemente menores que las que se
dan a los conejos, aunque normalmente las dosis que se dan a los humanos no son mucho
mayores que las que se aplican en los experimentos con conejos250.
Por ello, teniendo en cuenta que las recomendaciones habituales para el tratamiento
se basan en la deducción de los resultados de los estudios farmacocinéticos en animales, la
interpretación de los resultados estará influenciada también por los principios
farmacocinéticos que controlan la penetración de los fármacos en el ojo, y el propósito del
tratamiento deberá ser alcanzar la mayor concentración corneal del fármaco que pueda ser
tolerado sin toxicidad249.
1.4.2.- Técnica de inoculación e inóculos aue se ensayan
Son muchos los autores que han desarrollado excelentes prototipos para simular
queratitis bacterianas en humanos.
Así, puede producirse una infección experimental en la córnea después de su
extracción por aplicación tópica de bacterias en el laboratorio250.
Otros investigadores256- 363, 364 han simulado la situación clínica habitual mediante
escarificación de la córnea seguido de la aplicación tópica de una suspensión de bacterias
para provocar infección, pero ello ha originado dificultades a la hora de estandarizar y
cuantificar los resultados.
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Crompton y cols.365 inyectaron bacterias en la cámara anterior del conejo para
producir infección intraocular, pero los resultados frieron menos fiables que con la
ínoculación intracorneal directa o intravítrea, y ello puede ser debido a que el humor
acuoso no resulta ser un buen medio de cultivo para el crecimiento bacteriano366-368.
Sin embargo, los resultados más consistentes se producen cuando los organismos se
inoculan a través de agujas por microtrepanación directamente en el estroma
corneal298’ 369371 Así se puede observar en los trabajos de Leopold y cols.366’ 372, Bohigian
y Foster364- ~, Kupferman y Leibowitz’67- 264 296, y Raum y Barza373 realizados en conejos
y en los de Davis y Chandler370 y Davis y cols.256- 257, 282, en cobayas y en los que se utilizan
como bacterias provocadoras de infección £ aureus, P. aerug¡nosa y E. cok
fUndamentalmente.
Fernández Vigo31 realiza estudios de técnicas de inoculación en conejos y concluye
que en mngún caso los gérmenes producen infección conjuntival ni corneal tras la
ínstilación simple sin erosión epitelial previa. Cuando se realiza erosión epitelial e instilación
(UC traumática) se produce queratitis sólo con P. aerug¡nosa y 5. aureus, pero no con los
Streptococcus spp. Y cuando se realiza inyección intracorneal hay infección en el 100% de
los casos de P. aeruginosa y £ aureus, en el 41% de £ pneumon¡ae y en el 71% de
£ pyogenes.
Durantez Caccharro374 realiza un estudio con 4 técnicas de inoculación con agresión
corneal (UC traumática) en conejos, previa a la instilación de una suspensión de P.
aeruginosa y concluye que la erosión epitelial no produce ningún tipo de reacción
conjuntival ni corneal. Con la erosión más lesión intraestromal regular aprecia hiperemia
conjuntival y edema corneal en la zona de agresión en las primeras 24 horas, que
desaparece al tercer día. Con la erosión más lesión intraestromal irregular observa fUerte
reacción conjuntival con mayor infiltración corneal y exudado mucopurulento en las
primeras 24 horas, quedando un leve leucoma residual en el séptimo día. Con la inyección
íntracorneal encuentra una UC florida a las 24 horas en todos los casos.
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Así pues, ambos autores encuentran la inyección intracorneal de gérmenes como
método ideal para producir UC experimental, siendo los resultados de esta técnica más
seguros y homogéneos que con las otras técnicas, y su eficacia en el caso de
P. aeruginosa264- 369 y £ aureus264- ~ es del 100%, Y ello coincide con nuestros propios
trabajos anteriores279 y con los de Liolet376 que encuentra en la conjuntiva de ojos sanos en
humanos porcentajes importantes de £ pneumoniae (52%) y deP. aerugrnosa (12%) sin
producir ningún tipo de alteración patológica.
El inóculo óptimo para provocar una UC con esta técnica varía según el tipo de
bacteria y su grado de virulencia. La mayoría de los autores256- 257, 296-298 han utilizado la
inyección intracorneal de 10-20 pl de una suspensión estandarizada de bacterias que
contiene 50-400 UFC, y se ha visto que tras un período de 4-8 horas las bacterias entran en
una fase de crecimiento logarítmico en la córnea, alcanzando un pico de 1 06~ 10~ UFC a las
12-24 horas en que entran en una fase estacionaria de crecimiento, y se ha visto que en este
intervalo de 24 horas y coincidiendo con la fase de crecimiento logarítmico se alcanza la
infección corneal.
La utilización de inóculos con una concentración alta de bacterias se hace para no
caer en el efecto de un bajo inóculo (< 10v), comentado ya por algunos autores31 366, 370, 374
que seria superado por las defensas locales de la propia córnea y cámara anterior, más que
a la acción antibacteriana del antimicrobiano.
En nuestro caso, la inyección intracorneal de 50 pl de una solución salina
conteniendo microorganismos a una concentración entre 05 y 1 de la escala de Mc Farland
fUe suficiente para provocar una UC florida a las 24 h de la inoculación en todos los casos
con S. pneumornae y P. vulgaris.
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1.4.3.- Valoración de la eficacia antibiótica
Como primera medida para evaluar la eficacia antibiótica, Kupferman y
Leibowitz’67 y Davis y co1s356 utilizaron el recuento de bacterias en la córnea, aunque
también se puede medir la concentración de los antibióticos en la córnea.
Davis y cols.256 en 1977, realizan el recuento bacteriano mediante pulverización de
la córnea entera en caldo y plaqueando alícuotas. En 1979 extraen las córneas tras 24 horas
de tratamiento y las dejan en caldo, desde donde hacen cultivos cuantitativos por diluciones
seriadas282.
Kupfennan’67 en 1979, determina el número de bacterias viables a partir de una
muestra de 10 mm de diámetro de córnea obtenida por trepanación una hora después de la
última dosis de antibiótico. Y prepara un homogeneizado de las mismas en 2 ml de solución
salina a 40 C en un micromezcíador por 30 segundos; posteriormente, hace diluciones
seriadas de la suspensión para su plaqueo y recuento.
También Raum y Rarza373 en 1983, realizan el recuento bacteriano tomando un
botón de 75 mm de diámetro de córnea mediante trepanación después de haber aspirado el
humor acuoso y sacrificado al animal tras 9 ó 17 horas de iniciar el tratamiento. Los
botones se pesaron y homogeneizaron en un micromezcíador Wheaton en un pequeño
volumen de buffer fosfato (PRS). Las alícuotas del homogeneizado se diluyeron
seriadamente y plaquearon para determinar el recuento de colonias viables; otras alícuotas
se utilizaron para medir el contenido de antibiótico por bioanálisis por difUsión en agar.
Nosotros, al igual que Davis y cols.282, a las 24 horas de finalización del tratamiento
antibiótico extrajimos las córneas y las depositamos en solución salina que agitamos en un
vortex durante 5 minutos, con el fin de proceder al recuento de las bacterias viables
resuspendidas en el líquido de fase.
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2.- DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VITRO
2.1.- EVALUACIÓN DE LA CMI/CMB
Atendiendo a los resultados, destaca la gran sensibilidad que presentan los
organismos gram positivos a rifampicina y a los aminoglucósidos, especialmente
gentamicina, y también la mayor sensibilidad del 5. pneumoniae a tiamfenicol. Y así, junto a
otros autores que han descrito una mayor sensibilidad de los neumococos al cloranfenicol
antes que a los aminoglucósidos53- 115,146,284-288 observamos también nosotros cómo
rifampicina sería el antibiótico de elección para estos organismos, seguido de gentamicina y
tobramicina para los Staphy¡ococcus y del tiamfenicol para el £ pneumoniae. Ofloxacino
sería la tercera opción, siendo su actividad frente a los Staphylococcus superior
(de 8 a 64 veces) al tiamfenicol, e igual a la de gentamicina para el 5. pneumon¡ae y por
encima (el doble) de la actividad de tobramicina en este último caso, y su utilización se
reservaría para aquellos casos en que se observase resistencia o reacciones de
hipersensibilidad a estos antimicrobianos.
Era esperarble la resistencia mostrada por los organismos gram negativos frente a
rifampicina y tianifenicol, aunque hemos de señalar que frente a P. vulgarís tiamfenicol
presentó una sensibilidad intermedia. Ofloxacino resultó ser más sensible que gentamicina
(16 veces) y tobramicina (el doble) frente a E. cok y P. vulgarís. Sin embargo, aunque
posee muy buena actividad sobre P. aeruginosa70- ~, en nuestro trabajo vemos que
tobraniicina presenta una CMI más sensible (el doble) que la observada con ofloxacino,
aunque esta sensibilidad supera en ambos casos a la de gentamicina. Y así, ofloxacino
podría ser una buena alternativa para el tratamiento de las cada vez más frecuentes
queratitis originadas por cepas de P. aeruginosa resistentes a gentamicina y tobramicina284.
También, por su mayor sensibilidad frente a Enterohacteriaceae, seria de elección ante la
sospecha de una queratitis por gram negativos.
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Sin embargo, Osato y cols.’13, en un estudio que utilizó microorganismos gram
positivos y gram negativos procedentes de aislados clínicos de ojos que presentaban
infección, describen sensibilidad frente a ofloxacino (CMI 90 = 2 ¡.tg/mi), encontrando
resistencia frente a los aminoglucósidos: CMII 90 = 16 ¡.tg/ml para gram positivos frente a
gentamicina y tobramícina, y CMI 90 = 8 ~ig/ndfrente a gentaniicina y CMI 90 = 16 yig/ml
frente a tobramicina para gram negativos. Así mismo, los organismos gram negativos
mostraron resistencia frente al cloranfenicol (CMI 90 > 128 isg/ml), y aunque su
comportamiento frente a los organismos gram positivos fUe mejor (CMI 90 16 >ig/ml), se
consideró de sensibilidad intermedia.
Richmann”4, en un estudio experimental en conejos, compara la actividad de los
colirios de ofloxacino, gentamicina y tobramicina al 03%, y encuentra que una sola dosis
de ofloxacino mantiene niveles de concentración de antibiótico en lágrimas por encima de la
CMI 90 de organismos gram positivos y gram negativos durante 5 horas, mientras que con
gentamicina la concentración en lágrimas fUe mayor que la CMI 90 de organismos gram
positivos durante 20 minutos, y durante 2 horas frente a gram negativos. Con tobramicina,
la concentración en lágrimas superó la CMI 90 para organismos gram positivos y gram
negativos sólo durante 10 minutos.
Borrmann”6, en un estudio con pacientes a los que se administró una gota de
colirio de ofioxacino al 03% en ambos ojos cada 6 horas durante 10 días, encontró niveles
de antibiótico en lágrimas de 12 a 222 ~sg1gmdurante 4 horas, y ello sugiere que existe
suficiente cantidad de antibiótico presente en la córnea durante ese tiempo que, además,
supera la CMI de ofloxacino para la mayoría de los patógenos oculares.
En nuestro trabajo, ofloxacino mostró la mejor sensibilidad de todos los
antibióticos, en general, frente a los organismos gram negativos, con una CMI que varió
entre 003 y 05 kg/ml. Frente a los organismos gram positivos, presentó una CMI que
varió entre 05 y 4 ~ig/ml,y que, en general, mostró una sensibilidad equiparable a la
presentada por los aminoglucósidos, superior a la de tianifenicol, y en cualquier caso
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inferior a la gran sensibilidad que estos organismos presentan frente a rifampicina cuyas
CMII oscilaron entre 0015 y 003 jsg/mI. Aún así, vemos que estas CMII de ofioxacino, se
hallan entre los rangos de concentración de antibiótico alcanzados en las lágrimas tras la
administración de colirio de ofioxacino, descritos por Rorrmann en el apartado anterior.
2.2.- EVALUACION DEL EPA
Aunque en general se han descrito EPA intermedios y largos con quinolonas frente
a organismos gram positivos209 278, Fuursted y Zhanel377’ 378 describen EPA cortos de
ciprofioxacino frente a £ faecalis y de norfioxacino y pefioxacino frente a £ aureus. En
nuestro estudio ofloxacino no presentó EPA frente £ pneumoniae a concentraciones
íguales a la CMI, pero al aumentar la concentración a 68 ~gIm1(‘— 2 CMI) observamos un
EPA corto, y a 10 CMI el EPA se alargó a casi 3 horas. Por otro lado, los Staphylococcus
exhibieron un EPA corto cuando se expusieron a concentraciones iguales a CMI y 5 CMI,
prolongándose hasta un valor intermedio a 10 CMI.
Frente a los organismos gram negativos, con quinolonas, se han descrito EPA
largos o intermedios’83-237- 379-381 Sin embargo, nosotros a CMI obtuvimos unos resultados
muy dispares. Así, no encontramos EPA significativo de ofloxacino frente a E. cali, aunque
observamos un EPA largo para 1’. vulgarís, y corto para P. aeruginosa. Al aumentar la
concentración de antibiótico a 10 CMI observamos EPA largos para E. cok, P. vulgaris y
P. aeruginosa.
No obstante, hemos encontrado trabajos382-383 en los que se describen EPA cortos e
íntermedios para E. cali y P. aeruginosa expuestos a concentraciones de otioxacino iguales
a la CMI, alargándose estos tiempos de recuperación de 1 a 3 horas con exposiciones a
2-4 CMI y con EPA máximos a concentraciones de 25, 50 y 100 CMI. También
Gobernado278 describe EPA corto para lomefioxacino frente aE. cali.
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Vemos pues, que 5. pneumoniae, con una sensibilidad en el límite de la resistencia
frente a ofioxacino, no presenta EPA a CMI, mientras que al aumentar la concentración
hasta 10 CMI obtiene un EPA mayor al de los Staphylococcus, pareciendo ser el EPA un
resultado más de la cantidad de antibiótico, que de la sensibilidad expresada en fUnción de
la CMI. Sin embargo, frente al P. vulgarís no encontramos un aumento significativo del
EPA, con concentraciones de más de 100 veces la CMI.
No conocemos la existencia de estudios de EPA con tiamfenicol anteriores a los
nuestros. Sin embargo, en trabajos realizados con cloranfenicol Craig y Gudmundsson’81
observan EPA intermedio en una cepa estándar de £ aureus a 4-5 CMI. Y Bundtzen y
cols.’82, con E. cok ATCC 25922, encuentran EPA significativo cerca de la CMI,
intermedio a 4-5 CMI, y EPA máximo de 3 horas a 8 CMI. También, con aislados clínicos
de E. cali y Proteus mírainlis se han descrito EPA cortos a 4 CMI’82 y, en general, se ha
descrito EPA frente a organismos gram positivos y gram negativos cuando se ensaya a
concentraciones de 5 y 10 CMI309.
Nosotros, con tiamfenicol observamos EPA cortos, en todos los casos, al ensayar
con concentraciones iguales a la CMI. A 5 CMI y frente a 5. epídermidis se observó
todavía un EPA corto, pero al aumentar las concentraciones de antibiótico a 10 CMI
observamos una prolongación del EPA hasta valores intermedios, siendo los períodos de
recuperación más largos para £ aureus y £ pneumoniae.
Rifampicina presentó EPA corto frente a £ pneumoniae a concentraciones iguales a
la CMJ y este efecto se prolongó a un valor intermedio a ¡0 CMI. Con S. aureus -al igual
que Craig y Gudmundsson’81- observamos EPA corto a CMI, y EPA largo a 10 CMI, que
coincide con el efecto de máximo EPA descrito por ellos para otra cepa estándar. También
Drabu y Blakemore384 obtienen EPA largos con 4 aislados clínicos y una cepa estándar de
Staphylococcus aureus.
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Frente a £ epidermidis obtenemos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CMI,
coincidiendo también con los largos EPA informados por Schmitt y cols.38’ obtenidos con
una cepa patógena de £ epidermidis y altas concentraciones de rifampicina.
En cuanto a los organismos gram negativos, y al igual que otros autoresíSí, 182,
vemos que rifampicina a CMI origina un EPA más largo (— 15 horas) frente a E. coli, que
frente a £ aureus (—~ 09 horas), y aunque ellos describen EPA máximo de 6’2 horas a
8 CMI, nosotros no encontramos recuperación de los cultivos después de 7 horas de
seguimiento con concentraciones de 4, 10 y 40 CMI, sugiriendo un EPA largo (>4 horas)
en estos casos. No obstante, Bundtzen y cols. 182, describen EPA intermedios y largos
(de ¡‘5 a 36 horas) frente a aislados clínicos de E. cok expuestos durante 1 hora a
concentraciones 4 veces la CMI de rifampicina.
Con P. vulgaris observamos EPA intermedio a CMI, que coincide con los EPA
cortos e intermedios obtenidos por Rundtzen y cols.’82 con 2 cepas patógenas de Proteus
mirabilis expuestas durante 1 hora a concentraciones 4 veces la CMI de rifampicina. Frente
a P. aen¿ginosa encontramos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CMI, y ello concuerda
con los EPA largos informados por Gudmundsson y cols.386.
Así pues, rifampicina a CMI presenta los mayores EPA frente a P. aeruginosa y
£ epidermidis, y el menor EPA corresponde a £ pneumoniae. A 10 CMI presenta EPA
largos en todos los casos, siendo también los EPA más largos los correspondientes a
£ epidermidis y a P. aeruginosa. Frente a £ pneumoniae el EPA a 10 CMI fUe intermedio.
Es curioso, cómo con valores de CMI resistentes para los organismos gram negativos, se
obtienen valores de EPA del mismo rango que los de los organismos gram positivos. En
este caso el EPA no guardaría relación con la sensibilidad presentada a los organismos, y sí
con la cantidad de antibiótico.
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Gentamicina a CMI presentó EPA cortos sobre los organismos gram positivos. Sin
embargo, tobramicina a esta concentración tuvo unos períodos de recuperación más largos
que dieron lugar a EPA intermedios para los Staphylococcus y todavía EPA corto para
5. pneumoniae. Nuestros resultados coinciden con los de Martínez-Brocal387, el cual
encuentra tiempos de EPA equiparables, al exponer durante 1 hora a 5. aureus
ATCC 29213 a concentraciones de gentamicina iguales y dobles a la CMI, utilizando una
técnica de densidad óptica y otra de recuento en placa, obteniendo en ambos casos EPA
cortos a CMI e intermedios a 2 CMI.
También McDonald, Bundtzen y Craig8- 182, 388 encuentran EPA cortos tras breve
exposición a concentraciones bajas de gentamicina sobre 5. aureus; y Parker, Eagle y
Lorian175’ 177. 199 describen EPA no significativos (< 05 horas) tras 1-2 horas de exposición
a concentraciones séricas de aminoglucósidos frente a Staphy¡ococcus. Sin embargo,
Mattie y Rescott200-203 describen EPA largos con netilmicina.
Al aumentar la concentración de los aminoglucósidos encontramos, en algunos
casos, dificultad en la cuantificación de las UFC. Así, con 5. pneu>noniae, concentraciones
de 10 CMI de gentamicina no permiten el recrecimiento después de 7 horas, pudiendo
decir, que el EPA será mayor de 5 horas. Sin embargo, con 10 CMI de tobramicina
observamos una recuperación de los cultivos entre la
6á y 7a hora de seguimiento,
resultando en un EPA largo de 3’4 horas. Cuando utilizamos un inóculo inicial bajo
(106 UFC/ml), nos fUe imposible la cuantificación, ya que la dilución de los cultivos
después de una hora de exposición al antibiótico nos dejó sin inóculo.
Con £ aureus a 10 CMI de gentamicina y tobramicina encontramos EPA
intermedios. Sin embargo, la gran sensibi]idad presentada por 5. epidermidis a la acción de
ambos aminoglucósidos nos llevó a ensayar con concentraciones menores, y así,
observamos EPA intermedio con 5 CMI de gentamicina y no lo pudimos evaluar con
concentraciones de 5, ni de 10 CMI de tobramicina.
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Nos llaman la atención los resultados de Craig y Gudmundsson’81 182 que describen
EPA no significativo (03 horas) para £ aureus expuesto a 4-5 CMI de gentamicina, y
atribuyen estos resultados al gran poder bactericida del antibiótico que hace dificil la
cuantificación, aunque con posterioridad Craig y Vogelman5, y a la par ya con otros
autores384- 386, 389 390, que ensayan distintos métodos de determinación, coinciden con ellos
en un EPA máximo de 3 a 7 horas con los aminoglucósidos, en general, frente a
organismos gram positivos.
Y así, Isaksson y cols.202, con la técnica de recuento del ATP bacteriano, describen
también EPA largos de 5 a 10 horas con Staphylococcus que habían sido expuestos a
4-8 pg/mI de gentamicina y tobramicina. Sólo en un caso, con un aislado clínico de
5. epidermídis encontraron EPA de 05 a 25 horas a estas concentraciones, lo cual puede
indicar la variabilidad, en algunos casos, dependiente de cada microorganismo específico, y
no sólo de la especie bacteriana en general.
En cuanto a los organismos gram negativos, todos los autores’81- 18Z 20Z 203, 387, 390
vienen a coincidir en los resultados, describiendo EPA no significativos y cortos a CMI,
intermedios a 4-5 CMI, largos por encima de 8 CMI y no recuperación de los cultivos a
partir de 32 CMI para E. cok. Nosotros a CMI no encontramos EPA significativo para
E. colí ni P. vulgaris con ninguno de los dos aniinoglucósidos. Sin embargo, al aumentar
las concentraciones de antibiótico a 10 CMI, encontramos EPA intermedio para
gentamicina y tobramicina frente a E. cok. Con P. vulgarís observamos también EPA
intermedio con gentamicina, pero no encontramos EPA con tobramicina. Sólo
Gobernado278 describe EPA intermedios de gentamicina frente a P. m¡rabiks.
Frente a P. aeruginosa se han descrito EPA un poco más largos’81- 182 202, 38t 391
Así, EPA cortos e intermedios se han informado a CMI, intermedios y largos a partir de
2-4 CMI y no recuperación de los cultivos a partir de 16 CMI. Nosotros a CMI obtuvimos
EPA corto para tobramicina e intermedio con gentamicina. También aquí, observamos una
buena correlación entre el EPA y la cantidad de antibiótico, y así, aunque tobramicina
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presenta una CMI más sensible, 4 veces la de gentamicina, el EPA es menor, y ello se
atribuye a la concentración de antibiótico y no a la sensibilidad al mismo. A 10 CMI
obtenemos EPA largos con ambos aminoglucósidos, más para gentamicina (— 5 horas) que
para tobramicina <5- 3 horas) y ello es también un claro efecto atribuible a la cantidad de
antibiótico como acabamos de señalar.
En general, y coincidiendo con Craig y Vogelman5 y demás
autores’93’ ¡94. 202, 235, 391-393, podemos hablar de EPA máximo, de 2 a 7 horas, para los
aminoglucósidos frente a organismos gram negativos. Por otro lado, Nilsson394, con la
técnica del ATP bacteriano y tras la exposición de aislados clínicos y cepas de colección
~E.cok ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853) por una hora a altas concentraciones
de antibiótico y con una dilución de lOt obtiene también EPA de 3 a 7 horas.
Observamos que para todas las combinaciones de antibiótico/microorganismo, al
aumentar las concentraciones de los antibióticos aumenta el EPA, siendo pues, la existencia
de EPA una fUnción más dependiente de la concentración de antibiótico que de la
sensibilidad del microorganismo al antibiótico, aunque en ocasiones vemos que sí existe una
relación directa entre la CMI más sensible y el EPA, como por ejemplo es el caso de
rifampicina a 10 CMI frente a los Staphylococcus. Sin embargo, £ pneurnoniae muestra los
mayores EPA a 10 CMII de ofloxacino, gentamicina y tobramicina, aunque frente a ellos
presente una CMI en el limite de la resistencia en los dos primeros casos y resistente en el
tercero. También E. colí, P. vulgaris y P. aeruginosa con una CMII resistente a rifampicina
presentan los más largos EPA a CMII y 10 Civil, abonando la hipótesis de que el EPA sea
aquí una función más de la cantidad de antibiótico que de la sensibilidad al mismo.
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3.- DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VIVO
3.1.- EVALUACIÓN CLÍNICA
En ambos experimentos hay una clara diferencia entre los grupos que no recibieron
tratamiento antibiótico y los que silo hicieron, y ello se evidenció no sólo en la rápida y
grave evolución de la infección corneal en los grupos no tratados, sino también en las
secuelas que se derivaron de ella, ya que todos estos ojosevolucionaron a laptisis bulbi.
En el primer estudio no se encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos de profilaxis y los dos grupos de tratamiento considerados dos a dos en cuanto a la
patogenicidad de los organismos inoculados. En general la afectación de los parámetros
comeales y conjuntivales fUe mayor en los grupos de tratamiento en la primera semana que
en los grupos de profilaxis, y no hubo afectación uveal en ningún grupo.
Asi pues, si comparamos los resultados entre los arunos de profilaxis no
encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por S. pneumoniae y los
infectados por P. vulgaris que recibieron profilaxis con ofloxacino, pero sí las hallamos si
los comparamos con los conejos de control que no recibieron tratamiento y vemos que en
los grupos de profilaxis con ofioxacino los leucomas -si existieron- eran poco importantes y
no había neovasos, al contrario de lo que ocurría en los grupos control donde la úlcera
permaneció abierta junto a una gran reacción corneal, con un edema y leucoma que impidió
visualizar la cámara anterior para ver la afectación uveal y una neovascularización que
afectó a más de dos cuadrantes, junto a una gran reactividad conjuntival que pareció
mejorar al final de la segunda semana.
No observamos diferencias significativas entre los dos grupos de profilaxis con
ofloxacino pudiendo decir que la afectación corneal y conjuntival son superpuestas. Si bien
en los tres primeros días el edema y la úlcera fueron un poco mayores en el caso del
P. vulgaris, en ambos, la afectación corneal tendió a disminuir a partir del séptimo día, y en
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el decimoquinto no encontramos ni úlcera, ni deformidad corneal y sólo en algunos casos
persistió un leve leucoma residual. En cuanto a la afectación conjuntival, aunque en el
grupo infectado por 1’. vulgarís quedó una leve hiperemia conjuntival en algún caso, en el
grupo infectado por £ pneumoniae todos los parámetros conjuntivales eran normales en
todos los casos al final del estudio.
Tampoco Zato y cols.279, en estudios previos con ofioxacino en la queratitis
experimental en conejos, encuentran diferencias en la evolución clínica entre los conejos
infectados por £ aureus y los infectados por P. aeruginosa que recibieron profilaxis con
otioxacino, pero, al igual que nosotros, sí las encontraron al comparar estos con los conejos
que no recibieron tratamiento.
Lo mismo ocurre al comparar los resultados entre los gruoos de tratamiento, donde
no encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por 5. pneumoniae y
los infectados por P. vulgaris que recibieron tratamiento con ofioxacino, pero sí las
hallamos si los comparamos con los conejos de control que no han recibido tratamiento y
vemos que en los grupos de tratamiento con ofioxacino persiste un edema leve en algún
caso, junto a un leucoma residual y neovascularización leves al final del estudio en todos
los casos, y muy lejos de lo que sucede en los grupos de control.
Tampoco encontramos diferencias significativas entre los dos 2~UDO5 de tratamiento
con ofioxacino, pudiendo decir que tanto la afectación corneal como la conjuntival se
superponen cualquiera que sea el microorganismo causante de la infección. Si bien el
edema y la úlcera comeal son más importantes en los tres primeros días en el caso del
£ pneumon¡ae, tienden a disminuir, en ambos, a partir del séptimo día. En todos los casos
se observó persistencia de un leucoma leve y neovascularización al final del estudio, aunque
la úlcera y la deformidad corneal desaparecieron. En cuanto a la afectación conjuntival, se
normalizó en todos los casos al final del tratamiento, y sólo en un caso se observa leve
hiperemia conjuntival en el grupo infectado por P. vulgaris.
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Igualmente, Zato y cols.279, en el estudio reseñado anteriormente, encuentran una
clara diferencia entre los conejos no tratados y los que recibieron tratamiento con
ofloxacino a las 24 horas de producir la infección. También aquí encontramos una
evolución hacia la ptisis bulbi en los ojos no tratados, mientras que en los que recibieron
tratamiento la úlcera cerró en todos los casos y, en general, los signos clínicos mejoraron al
final de la segunda semana. No obstante, la afectación fue más leve para el grupo infectado
por £ aureus que para el grupo infectado con P. aeruginosa, donde en el decimoquinto día
se observa mayor leucoma residual junto a persistencia de neovasos y ligero edema y
deformidad corneales, atribuyéndose ello a la mayor patogenicidad de dicho
microorganismo y también a la menor sensibilidad al antibiótico (CMII 90 = 0’5 ¡ug/ml para
£ aureus y CMI 90 = 2 ~.tg/m1para P. aeruginosa).
Al evaluar los 2N005 de profilaxis y tratamiento de un mismo microoreanismo
vemos que existen diferencias significativas en algunos parámetros. Así, la presencia de
neovasos y leucomas es menor en los grupos en los que se administra ofloxacino de forma
profiláctica que en los grupos que inician el tratamiento a las 24 horas de provocada la
infección. Y ello resalta la importancia que tiene la profilaxis antibiótica en este tipo de
infecciones donde el curso evolutivo y la gravedad de las lesiones depende, en gran medida,
de la rapidez en que se instaura el tratamiento antibiótico adecuado’3- ~ ~ 249
En nuestro estudio, ofloxacino mostró una eficacia al menos similar en la profilaxis
y tratamiento de las úlceras corneales provocadas por £ pneumoniae y P. vulgaris, ya que
en ningún caso en los que se instauró tratamiento los ojos evolucionaron a la ptisis bulbi,
mientras que si lo hicieron todos los ojos utilizados de control que no recibieron
tratamiento, mostrando pues, su efectividad, y justificando, de este modo, su empleo en la
profilaxis y tratamiento de esta clase de queratitis.
El segundo estudio puso de manifiesto, también, una gran diferencia en el caso de la
evaluación clínica entre los conejos tratados con placebo y los tratados con fármaco activo,
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pero no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los dos antibióticos
utilizados.
Si comparamos los resultados entre los grucos de profilaxis no surgen diferencias
estadísticamente significativas entre los conejos tratados con tiamfenicol y los tratados con
tobramicina, mientras que sí se aprecian al comparar de forma aislada cualquiera de los dos
grupos con los que recibieron placebo (p <005 a p < 0’0O1; según el parámetro clínico
evaluado).
Así, aunque todos los parámetros referidos a córnea, úvea anterior y conjuntiva
mejoraron ostensiblemente en los dos grupos tratados con fármacos activos y al final sólo
quedó un leucoma residual de 2-4 mm de diámetro junto a una neovascularización que no
afectó a dos cuadrantes. Pareció existir una mayor afectación corneal para el grupo de
profilaxis con tobramicina entre el tercero y séptimo día, no obstante estar ya cicatrizadas
las úlceras. Encontramos también una reacción uveal leve junto con una afectación
conjuntival entre moderada e intensa en el tercer día. Mientras que en el grupo de profilaxis
con tiamfenicol no todas las úlceras habían cicatrizado en el séptimo día, no existió apenas
reacción uveal y la afectación conjuntival fUe entre leve y moderada. No obstante, en
ambos grupos se inició la mejoría a partir del séptimo día y en el decimoquinto todos los
parámetros conjuntivales se habían normalizado. Sin embargo, en el arupo de profilaxis con
placebo se observó que los parámetros de afectación corneal empeoraban a lo largo del
experimento, permaneciendo la úlcera abierta junto a una importante reacción corneal con
un edema y leucoma que no permitían valorar la alteración uveal. Asimismo, hubo una gran
reactividad conjuntival que pareció mejorar al final del estudio.
Al comparar los resultados entre los 2rupos de tratamiento tampoco encontramos
diferencias estadísticamente significativas entre los conejos tratados con tiamfenicol y los
tratados con tobramicina, y sí las apreciamos al comparar de forma aislada cualquiera de los
dos grupos con los que recibieron tratamiento con placebo. Y así, las mayores diferencias
se hallaron en la afectación corneal (p < 0005 a p -< 0001; según el parámetro clínico
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evaluado), y en la hiperemia conjuntival (p < 0’O05), para ambos antibióticos, y para
tobramicina comparada con placebo. en el caso de la secreción conjuntival (p < 000 1).
Vemos pues, que los parámetros de afectación corneal en el grupo de tratamiento
con placebo empeoran de forma considerable a lo largo del estudio, manteniéndose la
úlcera abierta en todos los casos. Los parámetros uveales no se pudieron evaluar debido a
la opacidad de los medios y la afectación conjuntival fUe de intensa a moderada. Sin
embargo, en los ~ruoosde tratamiento con tiamfenicol y tobramicina la evolución fUe
mucho mejor, y aunque el edema persistió en forma leve al final de la segunda semana en
ambos grupos por igual, los leucomas y la neovascularización residual parecieron afectar
más en el grupo del tiamfenicol que en de los tratados con tobramicina. En cuanto a las
úlceras, en el grupo de tobramicina han cicatrizado en todos los casos en el séptimo día,
mientras que en el grupo del tiamfenicol todavía se observa alguna pequeña úlcera
(<2 mm), pero todas han cicatrizado al final del estudio. Apenas existe afectación uveal en
los dos grupos de tratamiento con antibiótico y la afectación conjuntival se superpone en
ambos grupos con una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e intensa en los
primeros días, que se normalizó al final del estudio en todos los casos, quedando tan sólo
una pequeña secreción en algún caso.
Por último, al evaluar los ~ru~osde profilaxis y tratamiento de un mismo antibiótico
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas (p < 0’05) en algunos
parámetros (edema corneal), tanto en el caso del tiamfenicol como en el de la tobramicina,
lo cual no hace más que afianzar la idea de la importancia que tiene en las queratitis
bacterianas la instauración de un tratamiento antibiótico lo antes posible395.
Por tanto, los dos antibióticos demostraron su eficacia en la profilaxis y tratamiento
de las úlceras corneales provocadas por S. pneumoniae, ya que sólo en los casos en los que
se utilizó placebo los ojos evolucionaron a la p¡isis bulbi. De lo que se deduce que al
menos para las queratitis provocadas por 5. pneumoniae ambos antimicrobianos presentan
una actividad antibacteriana ¡ti vivo similar.
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Aunque los dos estudios se realizaron en dos épocas distintas en el tiempo, la
metodología utilizada y la pauta de tratamiento que se siguió tanto en los grupos en los que
se utilizó el antibiótico de forma profiláctica como en los que se instauró el tratamiento una
vez que la úlcera fUe provocada, en el caso del 8. pneumoniae nos permitió realizar una
aproximación comparativa de la actividad de los antimicrobianos utilizados en este modelo.
Y así, en los grupos de profilaxis antibiótica vemos que existió menor afectación
comeal en los ojos tratados con ofloxacino a lo largo de las dos semanas, mientras que la
afectación pareció superpuesta en los ojos tratados con tiamfenicol y tobramicina, aunque
en el séptimo día pareció apreciarse una mayor afectación en los grupos de tratamiento con
tobramicina. AA final, en estos dos grupos pudimos observar leucomas residuales y
neovascularización entre leves y moderados, mientras que en el caso de ofloxacino, si
existieron, fUeron muy leves.
No encontramos reacción uveal en ningún momento en los grupos de profilaxis con
ofloxacino y tiamfenicol, pero sí existió una leve reacción uveal en el grupo de tobramicina
en los tres primeros días. En cuanto a la afectación conjuntival, vemos que en el tercer día
existió mayor afectación, en general, para el grupo de tobramicina, seguido de tiamfenicol,
siendo los ojos correspondientes al grupo tratado con ofloxacino los que presentaron
menor afectación. Sin embargo, la afectación pareció superponerse en los tres grupos desde
el séptimo día y hasta el decimoquinto, en el que todos los parámetros se habían
normalizado en todos los grupos.
Así pues, aunque no encontramos diferencias significativas entre los tres
antibióticos, podemos decir que ofloxacino se comportó un poco mejor que los otros dos,
ya que aunque en todos los casos la úlcera se cerró, la evolución desde el primer día fUe
algo más leve con ofloxacino que con tiamfenicol y tobramicina y, además, las lesiones
residuales -cuando existieron- fUeron mucho menores. Por otro lado, aunque los resultados
finales se superponen en el caso del tiamfenicol y en el de tobramicina, en la primera
semana pareció existir una mayor afectación en los ojos tratados con tobramicina.
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En cuanto a los grupos de tratamiento antibiótico vemos que aunque en los tres
primeros días pareció existir menor afectación corneal en el grupo de tobramicina y mayor
en el de otioxacino, en el séptimo día fUe más manifiesta en el grupo de tianifenicol y se
superpuso en los otros dos. Al final de la segunda semana la afectación fue similar en los
tres grupos, encontrando leucomas y neovascularización residual quizás más notable en el
grupo del tianifenicol. El edema corneal -leve en los grupos de tiamfenicol y tobramicina-
apenas existe en el grupo de ofloxacino.
La reacción uveal tite mínima para los grupos de tiamfenicol y tobramicina, y no
existió para ofloxacino. La afectación conjuntival se superpuso en los tres grupos durante
todo el período de estudio, si bien en los grupos de tiamfenicol y tobramicina queda alguna
pequeña secreción en algún caso, en el grupo de ofloxacino todos los parámetros son
normales al final del estudio.
Tampoco aquí encontramos diferencias significativas entre los tres antibióticos.
Aunque, el edema corneal fue menor al final del tratamiento en el grupo de ofloxacino,
todas las úlceras cerraron al final del tratamiento.
Todo ello no hace mas que poner de manifiesto la efectividad -al menos similar- de
los tres antibióticos, en la profilaxis y tratamiento de las úlceras corneales provocadas por
£ pneumon¡ae.
No hemos encontrado estudios que detallen con tanta precisión como nosotros la
evolución de los síntomas a lo largo del tratamiento. En general, los autores describen si
existe mejoría con el tratamiento y en qué porcentaje. Sólo Fernández Vigo3’ utiliza
también una tabla semiográfica para valorar las lesiones.
Mitsui y cols.396, en varios estudios realizados en Japón con pacientes que
presentaban infecciones bacterianas externas del ojo, entre las que se incluían queratitis,
úlceras corneales y abscesos corneales, describieron una efectividad de buena a mejor en el
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93% de los casos, con una disminución significativa de los signos clínicos y síntomas de
infección, así como erradicación de los organismos en la mayoria de los casos tratados con
una solución tópica de ofloxacino al 03% instilando una gota cada ocho horas, y sólo en un
7% el resultado se evaluó como pobre.
3.2.- EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA Y ANATOMOPATOLÓGICA
En el primero de los estudios vemos que existe una buena concordancia
clínica/microbiológica en los grupos que recibieron profilaxis y tratamiento antibiótico con
ofloxacino, pero no en el grupo que no recibió tratamiento.
Y así, junto a una menor afectación clínica en el gruoo de profilaxis observamos una
negativización de los cultivos durante todo el experimento.
En el grupo de tratamiento la mayor afectación en los primeros días coincide con
una positividad de los cultivos en el tercer día del 333% para £ pneumoniae y del 50%
para P. vulgaris. En el séptimo día, la positividad de los cultivos se mantiene en un 1 6’6%
de los casos en las córneas infectadas por P. vulgaris, y ello se correlacionó bien con la
mayor agresividad de los signos clínicos provocados. En el decimoquinto día, la
negativización de los cultivos coincide con la cicatrización de las úlceras.
Sin embargo, pudimos observar una discrepancia clinica/microbiológica en el grnpg
de control. Y así, aunque todos los ojos de los conejos que no recibieron tratamiento
evolucionaron a laptísis bulbi, los cultivos de los raspados corneales sufrieron un proceso
de negativización a lo largo de las dos semanas del ensayo, y de una positividad del
666-100% en el tercer día, se pasó al 33’3% al final de la primera semana y a un 0% a los
15 días.
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Y aunque otros autores256 369 han descrito resolución espontánea en la mayoría de
los modelos experimentales de infección ocular, en contraste con la experiencia en
humanos, esto no ocurrió en nuestro caso. Y nos llevó a realizar en el segundo experimento
un estudio anatomopatológico de uno de los ojos del grupo placebo, elegido al azar, así
como, también, un recuento de las bacterias en la córnea extraída a las 24 h de finalizar el
ensayo, con el fin de evaluar la acción de los antibióticos.
En el segundo experimento, aunque desde el punto de vista clínico no encontramos
diferencias significativas en la evolución de la infección comeal entre ninguno de los dos
antibióticos utilizados (tobramicinay tiamfenicol), sí las hubo en el resultado de los cultivos
corneales.
Así, mientras los cultivos procedentes de los ojos que recibieron profilaxis
antibiótica fUeron negativos durante todo el experimento en el caso de la utilización de
tobramicina, se registró una positividad del 833% en el tercer día para los que recibieron
tiamfenicol, aunque desde el séptimo día los cultivos fUeron negativos en ambos grupos.
También en los cultivos procedentes de los grupos de tratamiento antibiótico se
registró una mayor positividad en el tercer día para los tratados con tianifenicol que para
los que recibieron tobramicina (333% frente a un 166%). No obstante, a partir del séptimo
día todos los cultivos se negativizaron en ambos grupos, estando ello en consonancia con la
mejoría de los signos clínicos que se observaron en la segunda semana.
En cuanto a los cultivos procedentes de las córneas del grupo de profilaxis con
placebo. y al igual que en el primer estudio, observamos que eran positivos en un 666% de
los casos en el tercer día, pero negativos desde la primera semana y hasta el final del
experimento.
Sin embargo, una positividad del 166% se mantuvo durante las dos semanas que
duró el experimento en el grupo de tratamiento con olacebo, poniendo de manifiesto el
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mantenimiento del proceso infeccioso y en buena correlación con la impresión clínica y el
estudio anatomopatológico que nos mostró la gravedad de los procesos inflamatorios
desencadenados por la infección bacteriana, que ocasionaron la destrucción del globo
ocular. De hecho, un conejo perteneciente al grupo de profilaxis con placebo y otro
perteneciente al grupo de tratamiento con placebo murieron antes de finalizar el estudio,
presumiblemente por diseminación de la infección,
También Zato y cols.279 describen en un ensayo con ofloxacino en el tratamiento de
la queratitis por S. aureus y P. aeruginosa, una positividad del 40% en el tercer día y
negativización del 100% a partir del 70 día en los cultivos en el caso de la utilización
profiláctica del antibiótico, mientras que cuando se instaura el tratamiento a las 24 horas de
la infección los cultivos son positivos en un 40% en el 70 día y sólo a los 15 días son
negativos al 100%.
Por otro lado, Mitsui y cols.396, en un estudio con pacientes con infecciones del
poío anterior del ojo que fUeron tratados con una gota de colirio de ofloxacino al 0’3%
cada ocho horas, describen negativización de los cultivos entre el 40 y 70 día, unido a una
mejoría de los síntomas, en general, a partir del séptimo día. Encontrando pues una buena
correlación chica/microbiológica en el tratamiento de este tipo de infecciones entre las que
se incluía la úlcera corneal bacteriana.
Hirose y cols.397 describen el éxito de un tratamiento tópico con ofloxacino en el
caso de un paciente que presentaba queratitis superficial con úlceras corneales severas en
ambos ojos originadas por P. aeruginosa, no aislándose bacterias desde el día siguiente a la
ínstauración del tratamiento y asociándose también a una desaparición rápida del exudado
purulento.
En cuanto a la técnica empleada para el recuento de bacterias en la córnea extraída
a las 24 horas de finalizar el tratamiento282, encontramos, que sólo en 4 córneas de un total
de 33 aislamos bacterias, y estos casos correspondieron a grupos de ojos en los que se
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realizó profilaxis antibiótica (2 con tobramicina y 2 con tiamfenicol), siendo todos los casos
en los que se instiló placebo y tratamiento antibiótico negativos en cuanto al aislamiento
microbiológico de bacterias al final del experimento.
El hecho de que en el primer experimento observásemos una negativización
uniforme de los cultivos de las córneas que no recibieron tratamiento independientemente
de la bacteria que se ensayase y que en el segundo experimento no se hallase aislamiento
bacteriano desde ninguna de las córneas extraídas correspondientes a los grupos que
recibieron placebo, junto a unos cultivos en el decimoquinto día no homogéneos en cuanto
a la negativización, nos hizo pensar por un lado, que es posible que el medio ambiente de
inflamación y destrucción celular existente en el ojo infectado y no tratado sea inadecuado
para que la bacteria sobreviva por falta de elementos nutritivos y por ello su aislamiento sea
dificil de valorar.
Y por otro lado, nos llevó también a pensar que quizás fuese necesario mejorar la
técnica con un homogeneizado de la córnea extraída, con el fin de evitar errores
correspondientes a la permanencia de bacterias firmemente adheridas al tejido comeal y por
tanto imposibles de cuantificar desde la agitación y dilución seriada de la solución salina en
la que las depositamos tras su extracción.
Sin embargo, Kupferman’67, en un modelo experimental en conejos con UC por
P. aeruginosa, al realizar un homogeneizado en solución salina de las córneas extraídas una
hora después de finalizada la instilación antibiótica, encuentra resultados variables en
¡Unción de los antibióticos que ensaya y la dosis empleada, y así, en algunos casos,
encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos que han recibido antibiótico, que en
ojos que no lo han recibido. Por ejemplo, no hubo diferencias entre el número de UFC de
las córneas tratadas con neomicina y los controles.
También, Davis282, en un modelo experimental en cobayas y conejos con UC por
P. aeruginosa, describe resultados variables en ¡Unción de la vía de administración de los
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fármacos, y así, en algunos, casos encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos
que han recibido tratamiento antibiótico con tobraniicina, que en ojos que han recibido
placebo con CINa 015 M. No obstante, el tratamiento tópico con tobramicina siempre
resultó mejor -en cuanto al número de IJFC- en las córneas tratadas con el antibiótico que
en las tratadas con placebo.
Vemos pues, que no existe uniformidad en los resultados de los cultivos de los ojos
que no reciben tratamiento, y quizás sea debido más al daño irreversible que la infección
provoca, y que imposibilita el crecimiento bacteriano por la destrucción celular y
microambiental del ojo una vez la infección se ha establecido, que a la técnica de recuento
empleada.
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4.- SIGNIFICADO BIOLÓGICO DEL EPA Y SU INFLUENCIA EN LA
DOSIFICACIÓN DE LOS ANTIMICROBLALNOS EN UN ENSAYO
EXPERIMENTAL
Podría esperarse que el EPA tuviera una primera aplicación sobre las pautas de
administración de los antibióticos. Así, combinaciones de antimicrobiano/microorganismo
que no muestren EPA significativo requerirían dosificaciones que mantuvieran
continuamente niveles mayores a la CMI, mientras que aquellas combinaciones con EPA
prolongado permitirían, con dosificación intermitente, que los niveles de antibiótico en
suero y tejidos cayeran por debajo de la CMI durante un intervalo de tiempo considerable
sin permitir el recrecimiento bacteriano y la pérdida de eficacia del antimicrobiano.
Los antibióticos actúan sobre los microorganismos inhibiendo su crecimiento y/o
provocando la muerte celular, Su rango de acción va progresivamente desde la producción
de alteraciones bioquímicas y morfológicas a la destrucción de las estructuras celulares
esenciales de la bacteria que llevan a la inhibición del crecimiento y finalmente muerte de
los organismosí2.
Si un agente antimicrobiano produce una pérdida rápida de la viabilidad celular
(máximo 1-2 horas) en la población a la cual se expone se considera bactericida, pero si la
población expuesta mantiene una meseta de viabilidad respecto al tiempo se considera
bacteriostático398. Numerosas experiencias clínicas han probado que puede no ser necesario
mantener niveles de fármacos continuamente bactericidas en sangre o fluidos tisulares para
conseguir un efecto terapéutico.
Así, la investigación de varias pautas de administración de penicilina G 17% 215, 399~408
sugirió que muchas infecciones podrían tratarse, adecuadamente, con antibioterapia
intermitente. En la fiebre escarlatina se llegó a la conclusión de que mientras el fármaco se
detectaba en la sangre por 6 horas al día, desde el punto de vista chico y bacteriológico se
obtenía la curación409- 410 El éxito del tratamiento intermitente en estos estudios en
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animales y en humanos se atribuyó, al menos en parte, al EPA. Y ello se ha visto en otros
tipos de infección, incluyendo queratitis bacterianas.
Los estudios de cinética de la actividad bactericida con respecto a la concentración
han puesto de manifiesto que existen diversas categorías de antibióticos que también
quedan reflejadas en el EPA. Y ello se observa en nuestro estudio donde ofloxacino,
tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina muestran que con las concentraciones
ensayadas frente a estos organismos, incrementos en la concentración causan un aumento
en la prolongación del EPA iii vitro.
La respuesta al daño inducido al ADN por las 4-Quinolonas es multifacética y
especie-dependiente411. Las quinolonas inhiben la ADN-gyrasa bacteriana y el efecto
principal de esta inhibición está en la replicación y transcripción del ADN.
Ofloxacino, con una acción bactericida que aumenta con la concentración hasta
alcanzar un máximo a partir del cual la acción bactericida disniinuye316-412 (esto es lo que se
llama efecto paradójico), muestra EPA cortos que se prolongan al aumentar las
concentraciones de antibiótico hasta un máximo en el cual, pese a multiplicar las
concentraciones, no se consigue aumentar el EPA, como vemos ocurre en el caso de
Proteus vulgaris a 68 ~.igm1.
El EPA alude a la inhibición continua de la división celular en términos de recuentos
siguientes a la exposición transitoria a un antibiótico. Guan y cols413 han demostrado que
las células tratadas con quinolonas no tienen una recuperación completa en el tiempo en
que el EPA clásicamente definido ha terminado, y sugieren que la síntesis de ADN por
unidad de célula proporcionaría una medida exacta del tiempo requerido por las células
tratadas con quinolonas para recuperarse totalmente.
Tiamfenicol, aún teniendo una actividad fUndamentalmente bacteriostática, muestra
un incremento del EPA al aumentar las concentraciones, más para organismos gram
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positivos que para gram negativos, y ello podría relacionarse con la mayor sensibilidad
antibiótica frente a los primeros.
Rifampicina, con acción bactericida sobre los organismos en fase de crecimiento
incrementa su actividad al aumentar las concentraciones de antibiótico. Asimismo los EPA
se prolongan con los incrementos en la concentración hasta un máximo en el que pese a
multiplicar las concentraciones de antibiótico, no se consigue aumentar el EPA.
Gentamicina y tobramicina, con un marcado efecto bactericida dependiente de la
concentración, producen in vitro un incremento del EPA cuando aumentamos su
concentración. La cantidad de fármaco, más que la frecuencia de administración determina
su eficacia. Además, altos picos pueden reducir la aparición de resistencia, y una sóla dosis
al día puede disminuir la toxicidad renal y ótica.
La presencia de un EPA prolongado sugiere que el antibiótico podría ser
administrado con menor frecuencia que lo que se sugiere por su vida media. Si hay EPA ¡ti
vivo, los niveles del antibiótico en el tejido de infección ‘pueden disminuir bajo la CMI sin
recrecimiento bacteriano en la última parte del intervalo de dosis.
Incluso en estudios recientes de dosificación in vivo se ha mostrado que para
algunos antibióticos es posible calcular el intervalo de dosificación óptimo por la suma del
tiempo sobre la CMI y la duración del EPA. Se sabe que el EPA está relacionado con el
AUC de la concentración del antibiótico y el tiempo de exposición. Y autores como
Turnidge414 han desarrollado una fórmula matemática que nos da el intervalo óptimo de
dosis conociendo:
1) los parámetros farmacológicos del antibiótico y la dosis;
2) la CMI de los organismos y
3) la relación entre el AUC y el EPA para cada combinación de
antimicrobiano/microorganismo.
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La efectividad de las pautas de administración de los antibióticos se ve influenciada
en gran medida por los efectos que las concentraciones de los antibióticos tienen en el lugar
de infección sobre la población bacteriana dinámica tras una sóla dosis y los efectos
acumulativos de dosis múltiples intermitentes. Y estos efectos farmacológicos envuelven,
por un lado, a la tasa de acción bactericida y a la extensión de la supresión del crecimiento
de las bacterias en los tejidos y, por otro, al EPA415. Si bien las concentraciones alcanzadas
son, obviamente, una fUnción de la cantidad de droga administrada, también dependen de
las características farmacocinéticas de cada antibiótico252.
Nuestro estudio con ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina
muestra que incrementos en la concentración causan un aumento en la prolongación del
EPA ¡ti vitro. Y ello está en consonancia con los resultados de otros investigadores del
EPA tanto ¡ti vitro como ¡ti vivo416, cuya primera aplicación clínica ha sido la dosis única
con aminoglucósidos417.
La observación experimental ha sugerido que la efectividad de los tratamientos
tópicos antibacterianos frente a las queratitis bacterianas se incrementa por intervalos
cortos de dosificación’67. Con gentamicina y ofloxacino por vía tópica se ha visto que
pautas que usan dosis de carga seguidas producen concentraciones en córnea y en humor
acuoso más altas que pautas con dosis aisladas. Sin embargo, otros factores que las
técnicas de dosificación pueden afectar a los niveles de fármacos alcanzados en los ojos tras
la administración de agentes antimicrobianos4iS.
Con nortioxacino se ha visto que una dosis cada 8 horas de colirio al 01% era
ligeramente superior en eficacia clínica a una dosis cada 12 horas y también superior a la
rnstilación de un aminoglucósido cada 6 horas en el tratamiento de infecciones profundas
de los ojos como dacriocistitis y úlcera corneal. Sin embargo, en las infecciones
superficiales, la administración cada 12 horas puede ser suficiente para curar la infección,
evitando de esta forma a los pacientes el tener que llevar el frasco de colirio durante el día.
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Los niveles de antimicrobiano dependerán de la concentración de la preparación
antibiótica y del régimen de dosificación empleado. Se ha visto que aumentando las
concentraciones del colirio aumentan los niveles de antibiótico en lágrimas, conjuntiva,
córnea e incluso suero163- 419~ Múltiples aplicaciones incrementan estos niveles en la película
lagrimal preocular y corneal con cada secuencia de aplicación. Y así, en estudios
experimentales de queratitis por P. aeruginosa en hámster se ha sugerido que un aumento
en la concentración de antibiótico sobre los comercialmente disponibles resulta más
efectivo en el tratamiento tópico con agentes antibacterianos. Parece razonable, pues,
asumir que reduciendo el intervalo entre dosis se alcanceq mejores resultados~6”-256-257
Si la efectividad del tratamiento tópico se basa en la obtención de concentraciones
superiores a la CMI de cada cepa bacteriana específica en la región precorneal y en el
mantenimiento de esos niveles entre dosis. Cabe suponer, por tanto, que con las dosis que
se utilizan habitualmente en la clínica diaria la efectividad de estos antibióticos será mucho
mayor.
Sin embargo, sí un agente es relativamente no tóxico -de modo que una
concentración varias veces superior a la terapéutica para el tratamiento puede ser bien
tolerada- es posible aplicar una estrategia de dosis máxima, y el intervalo entre dosis puede
ser mucho más prolongado que la vida media.
Por los resultados in vitro frente a las dos cepas ensayadas, se sugiere que la
dosificación de ofloxacino frente a P. vulgaris podría ser más espaciada que frente a
£ pneumoniae, el cual requeriría una dosificación mayor y más frecuente que el primero.
No obstante, -para el £ pneumoniae- el tiamfenicol, ejercería una actividad antibacteriana
al menos similar a la de ofloxacino y tobramicina, con menor cantidad de antibiótico.
Los cultivos negativos durante todo el tiempo del estudio en los dos grupos de
profilaxis con ofloxacino y en el de tobramicina, junto a los cultivos negativos desde la
primera semana en el grupo de profilaxis con tiamfenicol y en los grupos de tratamiento de
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los tres antibióticos y la mejoria de los signos clínicos de infección, con menores secuelas y
afectación en los grupos de profilaxis, nos indica que el tratamiento antibiótico resultó
eficaz para erradicar las bacterias de la córnea y que sólo en algunos casos debería
prolongarse por unos días más o bien aumentar la concentración o frecuencia de
administración para su total erradicación.
Vemos también, que la profilaxis y tratamiento con ofloxacino es mejor que la
ausencia de tratamiento frente a la úlcera corneal experimental debida a P. vulgaris y tan
efectivo como tobramicina o tiamfenicol en la profilaxis y tratamiento de la úlcera corneal
bacteriana experimental debida a £ pneumoniae.
En nuestro estudio, la dosis utilizada de 2 gotas cada 8 horas flie suficiente para
mantener una supresión del crecimiento bacteriano en el intervalo entre dosis, así como una
concentración en las lágrimas terapéuticaniente eficaz, como se desprende de los resultados
obtenidos.
Por tanto ofloxacino, por su buena distribución intraocular y corneal, su fUerte
actividad bactericida a bajas concentraciones y el EPA significativo frente a bacterias gram
positivas y gram negativas (incluida P. aerugitiosa) es un antibiótico que tiene efectividad
en este tipo de infecciones, al menos similar a tiamfenicol, rifampicina y aminoglucósidos y
puede tener una duración mayor de acción terapéutica en las superficies externas de los
ojos que estosíl4.
Por otro lado, su buena tolerabilidad sistémica y local, junto a sus propiedades
farmacocinéticas y la no evidencia de efectos secundarios o toxicidad a nivel ocular como
se ha visto en distintos estudios en pacientes con infecciones bacterianas externas del ojo
durante el tratamiento con ofloxacino tópico al 0’3% instilado cada 8 horas396, lo hacen
interesante en colirio para el tratamiento de las enfermedades infecciosas del poío
anterior’37.
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No obstante, antes de que ninguna pauta nueva de tratamiento basada en
parámetros farmacodinámicos tales como el EPA pueda ser propugnada, los ensayos
clínicos prospectivos deben haber demostrado una mejora en la eficacia y una menor
toxicidad o mantener resultados similares a menor precio respecto de las pautas aceptadas
en la práctica médica común. Sin embargo, se necesitan más estudios en animales y ensayos
clínicos humanos para verificar estas observaciones iniciales y determinar el último
significado clínico del EPA.
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Conclusiones
1.La inyección intraestromal de la córnea fue eficaz en el 100% de los casos para
producir una úlcera corneal, encontrando unos resultados homogéneos y seguros en la
producción experimental de las úlceras corneales bacterianas por Streptococcus
pneumoniae y Proteus vulgaris.
2. La concentración mínima inhibitoria y bactericida de ofloxacino frente a los
microorganismos gram positivos y gram negativos estudiados, se halló dentro de los
intervalos de concentración que se alcanzan en la pelicula lagrimal precorneal tras una
sola dosis de colirio de ofloxacino al 0’3%.
3. Ofloxacino presentó el mejor rango de concentración mínima inhibitoria y bactericida
de todos los antibióticos aquí estudiados frente a los organismos gram negativos.
Frente a los organismos gram positivos, ofloxacino -junto a los aminoglucósidos-
presentó también el mejor rango de concentración mínima inhibitoria y bactericida,
después de rifampicina.
4. El efecto postantibiótico de ofloxacino, variable según la especie, permitida espaciar
la dosificación de los tratamientos cuando el agente etiológico responsable de la
úlcera corneal fuese un microorganismo gram negativo, y aconsejaría aumentar la
frecuencia en las dosis o su concentración, frente a los organismos gram positivos,
permitiendo, en este caso, el efecto postantibiótico largo e intermedio a altas
concentraciones, espaciar el intervalo entre dosis, beneficiando en ello la comodidad
de una menor aplicación sin pérdida de la eficacia.
5. La aplicación tópica de 2 gotas/8 horas/lS días fue suficiente para erradicar la
infección y cerrar la úlcera corneal, poniendo de manifiesto la buena penetración
corneal de los tres antibióticos por esta vía de admiistracion.
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6. La aplicación profiláctica del antibiótico cuando aún no se ha establecido la infección
corneal origina una mejor evolución, con menor presencia de neovasos y leucomas
residuales y, aunque en todos los casos la úlcera corneal cicatriza, destaca una menor
afectación, con menor edema corneal, en los casos en que el antibiótico utilizado fue
ofloxacino.
7. El tratamiento antibiótico una vez establecida la úlcera corneal bacteriana fue eficaz
en la resolución de la misma. Aunque en estos casos el curso evolutivo resultó en una
mayor afectación corneal en comparación con los grupos en los que se inició
tratamiento profiláctico, también aquí los ojos tratados con ofloxacino presentaron
una menor afectación.
8. Ofloxacino fUe tan eficaz como tianifenicol y tobramicina en la profilaxis y tratamiento
de las úlceras corneales provocadas por Streptococcus pneumoniae. Asimismo fue
eficaz en la profilaxis y tratamiento de las úlceras corneales originadas por Proteus
vulgaris.
9. El estudio del efecto postantibiótico y su implicación en la adopción de nuevas pautas
en el tratamiento de las queratitis bacterianas, debe ser avalado primero por ensayos
en modelos animales que permitan validar la eficacia de estas nuevas pautas y, sólo
así, poder determinar su significado clínico real con estudios prospectivos en
humanos.
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